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RESUMO 
A bilirrubina (BL) é um pigmento biliar que resulta do catabolismo das hemeproteínas 
e um importante marcador bioquímico utilizado no diagnóstico e monitorização de doenças 
hepáticas e hematológicas. A elevada concentração deste metabolito no plasma pode estar 
associada a perturbações na sua produção, metabolismo e/ou excreção. A enzima que 
catalisa a conjugação da BL, a uridina difosfato glicuronil transferase 1A1 (UGT1A1) 
promove a ligação da BL, lipossolúvel, a duas moléculas de ácido glicurónico, tornando-a 
hidrossolúvel para ser excretada através dos canalículos biliares. A alteração metabólica 
mais prevalente na população caucasiana é a Síndrome de Gilbert (SG), uma patologia 
benigna, caraterizada por hiperbilirrubinémia moderada, na ausência de hemólise ou 
disfunção hepática. A variante mais frequente associada a esta síndrome é a duplicação TA 
na posição c.-41_-40dupTA (variante UGT1A1*28) localizada na região promotora do gene 
UGT1A1. O alelo normal apresenta seis repetições, A[TA]6TAA, e o alelo mutado sete, 
A[TA]7TAA, o que causa uma redução na transcrição do gene em cerca 30% do normal e, 
consequentemente, um aumento da concentração de BL não conjugada. Em concentrações 
muito elevadas, como é observado nas crianças com síndrome de Crigler-Najjar tipo I (SCN-
I) ou tipo II (SCN-II), a BL pode ser extremamente tóxica. No entanto, é a sua capacidade 
antioxidante, anti-inflamatória e anti-carcinogénica que, nos últimos 20 anos, tem 
motivado os investigadores a realizar inúmeros estudos epidemiológicos e experimentais no 
sentido de esclarecerem quais os mecanismos envolvidos no seu potencial efeito protetor.  
Na população em geral, há vários fatores que se sabe influenciarem os níveis 
plasmáticos de bilirrubina (NPB), incluindo fatores genéticos e não genéticos. Assim, o 
objetivo deste estudo foi analisar a contribuição de variáveis ambientais, assim como 
alterações no gene UGT1A1 (região reguladora) na variação dos NPB. Foi também objetivo 
deste estudo avaliar o impacto de outras variantes no UGT1A1 (tanto na região reguladora 
e como na codificante) nos níveis de bilirrubina de indivíduos normais e com SG, assim 
como a influência da hiperbilirrubinémia ligeira em alguns biomarcadores de stress 
oxidativo.  
Foram incluídos neste trabalho 186 jovens estudantes da região Norte de Portugal, 
selecionados aleatoriamente, e 45 indivíduos com diagnóstico clínico de SG. Foram 
avaliados na amostra de indivíduos sem SG, variáveis não genéticas, nomeadamente hábitos 
tabágicos, consumo de álcool, aporte calórico, índices antropométricos, parâmetros 
bioquímicos e hematológicos, perfil lipídico e marcadores de stress oxidativo, assim como 
variáveis genéticas, nomeadamente, a pesquisa da duplicação TA no promotor do UGT1A1. 
Nos 45 indivíduos com diagnóstico clínico de SG e em 161 indivíduos sem SG, para além da 
pesquisa da duplicação TA no promotor do gene, foram ainda sequenciados diretamente os 
  
  | x  
 
5 exões e a região gtPBREM (c.-3576 a c.-3209) do UGT1A1. Adicionalmente, foi 
determinada a capacidade preditiva de 15 ferramentas bioinformáticas para avaliarem a 
patogenicidade de mutações pontuais não sinonímias (nsSNP) neste gene. A partir desta 
informação foi possível predizer o fenótipo das novas variantes do gene UGT1A1 descritas 
pela primeira vez neste estudo e de outras previamente publicadas mas sem estudos 
funcionais.  
Os resultados obtidos demonstraram que na população em geral, a presença da 
duplicação TA (c.-41_40dupTA), a concentração de hemoglobina, o índice de massa 
corporal e o tempo de jejum noturno são variáveis independentes, significativamente 
associadas a variações da concentração de BL total. Foi confirmado o papel antioxidante da 
bilirrubina na população em geral, uma vez que os indivíduos com hiperbilirrubinémia 
ligeira apresentavam uma redução na lipoperoxidação e na lesão oxidativa dos eritrócitos. 
Nos indivíduos com SG, os níveis de bilirrubina foram maioritariamente condicionados pela 
presença de homozigotia para a variante c.-41_-40dupTA, e a variante c.-3279T>G estava 
associada a níveis de bilirrubina mais elevados nestes doentes. Foram identificados 9 
nsSNPs no gene UGT1A1, 2 já descritos na literatura (c.674T>G e c.923G>A) e 7 novos 
(c.538G>C, c.643A>G, c.814A>G, c.1156G>A; c.1211T>C; c.1423C>T; c.1475T>C). A 
deteção de mutações na região codificante do UGT1A1, em indivíduos com SG, estava 
associada a NPB mais elevados. Da análise in silico, verificou-se que o método com melhor 
desempenho foi o MutPred, seguido do SIFT, executado com um alinhamento múltiplo de 
sequências (MSA) de ortólogos.  
Em resumo, este trabalho permitiu estabelecer o polimorfismo c.-41_40dupTA, a 
hemoglobina, o IMC e o jejum noturno como variáveis independentes associadas à variação 
dos NPB na população em geral. Nos indivíduos com SG as concentrações de BL são 
maioritariamente determinadas pela presença do polimorfismo c.-41_40dupTA, e que a 
presença concomitante de outras mutações na região promotora e/ou nas regiões 
codificantes contribuem para o agravamento da hiperbilirrubinémia. Verificou-se que a 
capacidade preditiva dos métodos utilizados pode variar de acordo com as informações 
estruturais disponíveis para uma dada proteína e do MSA usado.  
 
 
Palavras-chave: bilirrubina, UGT1A1, síndrome de Gilbert, fatores ambientais, fatores genéticos, SNPs.  
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ABSTRACT 
Bilirubin (BL) is a bile pigment that arises from the catabolism of hemeproteins and 
it is an important biochemical marker for diagnosis and monitoring of hepatic and 
hematologic diseases. The high concentration of this metabolite in plasma may be 
associated with disturbances in production, metabolism and/or excretion. The enzyme that 
catalyzes the conjugation of BL, the uridine diphosphate glucuronyl transferase 1A1 
(UGT1A1) allows the BL, lipid soluble, to binds two molecules of glucuronic acid, rendering 
it water soluble to be excreted via the bile canaliculi. The greatest prevalent metabolic 
disorder, in the Caucasian population, is Gilbert's syndrome (GS), a benign condition, 
characterized by moderate hyperbilirubinemia in the absence of hemolysis or liver 
dysfunction. The most common variant associated with this syndrome is the TA duplication 
at position c.-41_-40dupTA (variant UGT1A1*28) positioned in the promoter region of the 
UGT1A1 gene. The normal allele has six repeats, A[TA]6TAA, and the mutated allele seven, 
A[TA]7TAA, causing a decrease in the transcription of the gene in approximately 30% of 
normal and, consequently, an increase in the concentration of unconjugated BL. At very 
high concentrations, as described in children with Crigler-Najjar syndrome type I (SCN-I) 
or type II (SCN-II), BL can be extremely toxic. However, the antioxidant, anti-inflammatory 
and anti-carcinogenicity properties of bilirubin have, in the past 20 years, motivated 
researchers to conduct numerous epidemiological and experimental studies to clarify the 
mechanisms involved in its potential protective effect.  
In the general population, there are several known factors that influence plasma levels 
of bilirubin (NPB), including genetic and nongenetic. The objective of this study was to 
analyze the contribution of environmental variables as well as changes in UGT1A1 gene 
(regulatory region) on the variation of the NPB. It was further evaluated the impact of other 
UGT1A1 variants (in the regulatory and coding regions) in bilirubin levels in normal and SG 
individuals, as well as the influence of mild hyperbilirubinemia in some biomarkers of 
oxidative stress. 
This work included 186 young students from the northern region of Portugal, 
randomly selected, and 45 individuals with a clinical diagnosis of GS. In the sample of 
individuals without SG were evaluated the nongenetic variables, that included smoking 
habits, alcohol consumption, calorie intake, anthropometric indices, biochemical and 
hematological parameters, lipid profile and markers of oxidative stress, as well as genetic, 
namely the TA duplication in the UGT1A1 promoter region. In the 45 patients clinically 
diagnosed with GS and in the 161 individuals without SG, in addition to TA repeats, the 5 
exons and gtPBREM region (C-3576 C.-3209) of UGT1A1 were also sequenced. Additionally, 
the ability of 15 bioinformatics tools to assess the pathogenicity nonsynonymous single 
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nucleotide polymorphism (nsSNP) in this gene was determined, and from this information 
it was possible to predict the phenotype of the new variants of the UGT1A1 described for the 
first time in this study and others previously published but without functional studies. 
The results showed that in the general population, the presence of TA duplication (c.-
41_40dupTA), hemoglobin concentration, the body mass index and fasting the night time 
are independent variables significantly associated with variations in the concentration of 
total BL. The antioxidant role of bilirubin, in the general population, has been confirmed, 
since subjects with mild hyperbilirubinemia showed a reduction in lipid peroxidation and 
oxidative damage of erythrocytes. In patients with SG, bilirubin levels were mostly 
conditioned by the presence of homozygosity for the variant C-41_-40dupTA, and that the 
variant C-3279T> G was associated with higher levels of bilirubin in these patients. From 
the 9 nsSNPs identified in the UGT1A1, 2 were already described in the literature (c.674T> 
C and c.923G> A) and 7 were new (c.538G> C, c.643A> G, c.814A> G, c. 1156G> A; c.1211T> 
C; c.1423C> T; c.1475T> C). Detection of mutations in the coding region of the UGT1A1, in 
patients with SG, was associated with higher NPB. The in silico analysis showed that the 
method with best performing was MutPred, followed by the SIFT performed with a multiple 
sequence alignment (MSA) of orthologs. 
In summary, this study established that the polymorphism c.-41_40dupTA, 
hemoglobin, BMI and an overnight fast are independent variables associated with variation 
in the NPB in the general population. In individuals with SG, concentrations of BL are 
mainly determined by the presence of the c.-41_40dupTA polymorphism, and the 
concomitant presence of other mutations in the promoter and/or region in the coding 
regions contribute to the worsening of hyperbilirubinemia. It was found that the predictive 
value of the methods employed can vary with structural information available for a given 
protein and MSA employed. 
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1. A Bilirrubina 
A bilirrubina (BL) é um pigmento amarelo-alaranjado que resulta do catabolismo das 
hemeproteínas (1). Este metabolito pertence à superfamília de compostos tetrapirrólicos, 
um dos grupos de moléculas mais conservados em organismos vivos. A BL tem vindo a ser 
alvo de estudo há mais de três séculos por químicos, bioquímicos, biólogos e investigadores 
das mais diversas áreas. A determinação da concentração deste metabolito tem sido usada 
no diagnóstico clínico para a avaliação da função hepática e monitorização de algumas 
doenças hepáticas e hematológicas (2). Muitas doenças hereditárias, relacionadas com a 
hiperbilirrubinémia continuam a ser alvo de pesquisa, no sentido de avançar no seu 
diagnóstico e tratamento (3, 4).  
A concentração de BL no plasma constitui um “dualismo bioquímico”, dado que em 
elevadas concentrações é um produto tóxico e em concentrações moderadas é um potente 
antioxidante. Apesar de ser um marcador bioquímico muito utilizado, o seu significado 
biológico não está, ainda, totalmente esclarecido. 
1.1 Propriedades químicas 
1.1.1 Estrutura química 
A BL é constituída por quatro anéis pirrol, ligados por dois grupos de metileno (-CH=) 
e um grupo meteno (-CH2=), cujo peso molecular é 584 Kd. A fórmula química desta 
molécula é 1,8-dioxo-1,3,6, tetrametil-2,8-divinilbiladieno-a, c-ácido dipropiónico 
(C33H36NaO6) (5). A forma biossintética é conhecida por bilirrubina-IXα (Figura 1A) que 
tem uma conformação Z-Z trans, para duas duplas ligações entre carbonos 4 e 5, 15 e 16 
(bilirrubina-4Z,15Z). Apresenta uma estrutura curvada (figura 1B), na qual os grupos 
carboxílicos do ácido propiónico estão ligados por pontes de hidrogénio aos nitrogénios dos 
anéis pirrólicos.  
O estudo da sua estrutura cristalográfica evidenciou que, apesar da presença do ácido 
propiónico, dos aminoácidos e do oxigénio, a união destes grupos polares faz com que a BL 
seja uma molécula insolúvel em água, a pH neutro, necessitando de modificação química 
para poder ser excretada.  
No seu estado cristalino a BL não apresenta a forma linear, mas uma configuração de 
telha (6). Trabalhos posteriores mostraram que a conformação em telha ocorre em solução, 
embora a molécula de BL se possa interconverter entre os dois enantiómeros (P ou M), 
mantendo a rede de ligações de hidrogénio interna (6). 
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Figura 1. Estrutura química da molécula de bilirrubina (fórmula química: C33H36NaO6) também designada 
por: (4Z,15Z)-bilirrubina, bilirrubina-IXα ou (Z,Z)-bilirrubina. Estrutura da bilirrubina IXα: (A) estrutura 
linear; (B) evidenciando as ligações de hidrogénio. Adaptado de Chowdhury et al. (7). 
1.1.2 Fotoisómeros 
A exposição da BL plasmática à luz induz alterações químicas, sobretudo alterações 
nas pontes interpirrólicas na posição 5 e 15, dando origem a fotoisómeros (Figura 2). O 
isómero fisiológico mais abundante é a (4Z, 15Z)-bilirrubina, quase insolúvel em água, mas 
os isómeros originados a partir da exposição deste à luz diferem na sua polaridade, pois são 
mais “excretáveis”. Os fotoisómeros polares são a E e Z-lumirrubina e a (4Z, 15E)-























Figura 2. Os 5 fotoisómeros e as suas vias fotoquímicas de inter-conversão. Representação bidimensional das 
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A lumirrubina ou ciclobilirrubina resulta de uma ciclização intramolecular e ocorre 
preferencialmente por exposição da luz verde (510 nm) (10). Este produto é estável, mais 
polar que o seu isómero conformacional (Z-E) e parece ser o responsável pela rápida 
destoxificação biliar e urinária da BL, durante a fototerapia (10). A identificação destes 
isómeros teve grande utilidade no controlo clínico da hiperbilirrubinémia (9) . 
1.1.3 Diferentes frações plasmáticas e métodos de quantificação 
 No plasma humano circulam 4 formas principais de BL: bilirrubina não-conjugada 
(BNC), também conhecida por bilirrubina  ou bilirrubina indireta (BI); bilirrubina 
monoconjugada (bilirrubina ) ou monoglucorunídeo (BMG) ou bilirrubina conjugada 
(BC); bilirrubina diconjugada (bilirrubina ) ou diglucorunídeo (BDG) ou bilirrubina direta 
(BD); bilirrubina-, também conhecida como fator de crescimento hepático (LGH, liver 
growth fator) ligada covalentemente à albumina (Alb), de forma irreversível (11). Ainda há 
outra fração de BL a considerar, a BL livre que não está ligada à albumina. 
 As expressões “bilirrubina direta” e “bilirrubina indireta” têm a sua origem nos 
métodos usados em Química Clínica para o doseamento da BL plasmática. Estes métodos 
baseavam-se na reação da BL com um determinado composto com a formação de uma 
substância corada que é medida por espectrofotometria. A reação mais conhecida é a de Van 
den Bergh (12), em que a BL reage com o ácido sulfanílico diazotado, produzindo um 
pigmento vermelho (isómero azobilirrubina) cuja absorvência é quantificada a 530 nm. A 
BC reage diretamente com o diazoreativo e como o valor obtido resulta da medição direta 
de uma absorvência, chama-se “bilirrubina direta”. Para se obter a reação de toda a BL 
presente, a bilirrubina total (BT), emprega-se um revelador aquoso de benzoato de cafeína, 
que tal como o etanol, metanol e ureia, destrói as pontes de hidrogénio da BNC para que 
reaja com o reagente diazo. O valor que resulta do cálculo da diferença entre a BT e a BD 
designa-se de BI (13).  
 A reação diazo não é inteiramente específica para a quantificação diferencial de BC e 
BNC. A separação e quantificação das 4 frações da BL no plasma só são possíveis através da 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Esta técnica permite discriminar a BC e 
BNC e baseia-se na formação de derivados de metilo em meio alcalino (14). Como a 
metanólise alcalina não ocorre na BNC, é possível distinguir os derivados da reação e a 
fração BNC na separação por HPLC (14).  
 Nos recém-nascidos, a BT pode ser doseada por espectrofotometria direta, a 454 nm, 
uma vez que nesta fase não estão outros pigmentos presentes, como carotenos, que podem 
interferir no seu doseamento (15). Em certas condições clínicas, há necessidade de dosear a 
BC na urina, o que envolve a utilização de uma fita impregnada de reagente-diazo e a 
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 alteração da sua cor é proporcional à concentração da BC na urina. Este doseamento serve, 
para avaliar a presença de BC, uma vez que a BNC não é excretada por esta via (16), e 
também o urobilinogénio. 
1.1.4 Transporte e ligação a diferentes proteínas 
Uma das características importantes da bilirrubina-IX é a capacidade de ligação à 
Alb e a outras proteínas que têm um papel importante no seu metabolismo. A BNC é 
transportada no plasma ligada à Alb, com uma união de alta afinidade para o local de ligação 
primário (17). A BL livre apresenta-se numa concentração nanomolar muito baixa que 
aumenta quando a concentração molar de BL excede a da Alb, por saturação do local de 
ligação (18). A ligação da BL à Alb aumenta com a idade, mas pode ser reduzida na presença 
de certos fármacos (19). A BL livre correlaciona-se melhor com toxicidade da BL do que 
qualquer outra fração, pelo que tem sido usada como o melhor marcador de diagnóstico e 
monitorização de hiperbilirrubinémias (20). A BL também se liga a proteínas como a α-
fetoproteína, ligandina, proteínas citoplasmáticas do hepatócito (21), globalmente 
designadas de glutationa-S-transferases, lipoproteínas e à membrana dos eritrócitos. A 
ligação destas proteínas à BL evita que esta fique na forma livre, que é, potencialmente, mais 
tóxica (22). 
1.2 Metabolismo  
1.2.1 Formação da bilirrubina 
A principal fonte de BL é o catabolismo do grupo heme da hemoglobina, proveniente da 
destruição de eritrócitos senescentes, o qual contribui com cerca de 80-85% da produção 
total de BL (figura 3). Os restantes 15 a 20% da produção de BL resultam do turnover de 
outras hemeproteínas hepáticas, tais como, mioglobina, citocromo e catalases (2). Uma 
pequena proporção (1-5%) é proveniente da destruição prematura de células eritróides, na 
medula óssea ou no baço. Por dia formam-se 3.8 mg/kg, isto é, aproximadamente 250–300 
mg de BL no adulto normal (23). 
Em condições fisiológicas, a maioria dos eritrócitos normais é removida da circulação 
após 120 dias de vida, pelos macrófagos do sistema reticuloendotelial (SRE). O catabolismo 
do heme, com consequente formação de BNC, ocorre maioritariamente nos macrófagos do 
baço, podendo também ocorrer nos macrófagos da medula óssea e nas células de Kupffer. 
Após a sua formação, a BNC é libertada para o plasma (2) (figura 3A). Neste mecanismo do 
catabolismo do grupo heme, o anel de ferroprotoporfirina IX, que constitui  
o grupo prostético de proteínas como a hemoglobina, mioglobina e citocromo P-450, sofre 
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a ação catalítica da heme oxigenase (HO). Esta enzima consome 3 moléculas de oxigénio e 






























Figura 3. Fontes de bilirrubina (A) e mecanismo da abertura do anel pirrólico do grupo heme e subsequente 
redução da biliverdina a bilirrubina (B). Os produtos resultantes do catabolismo do grupo heme da 
hemoglobina, no sistema retículo endotelial (SER), e de outras heme proteínas por ação do complexo enzimático 
da heme oxigenase. Da oxidação do grupo heme resulta ferro (Fe3+), monóxido de carbono (CO) e biliverdina 
que é convertida a bilirrubina pela ação da enzima biliverdina redutase. Ação da heme oxigenase e biliverdina 
redutase: ocorre a abertura do anel de tetrapirrol da porfirina, por quebra da ponte alfa-metenilo utilizando o 
poder redutor da NADPH; a biliverdina redutase catalisa a reação de adição de um hidrogénio fornecido pelo 
NADPH para reduzir a ligação dupla entre os pirróis III e IV, formando-se a BL. Adaptado de Chowdhury et al. 
(7). 
 
A enzima HO catalisa a rotura entre os anéis pirrólicos I e II do heme, por quebra da 
ponte de metionina central, formando-se a biliverdina (BLV). A HO localiza-se no retículo 
endoplasmático, membrana plasmática, núcleo e interior da mitocôndria (24). A taxa de  
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BL nos macrófagos do SRE (25). Constitui um fator importante na regulação dos níveis de 
BL. A síntese de HO é induzida pelo stress oxidativo, devido à produção de radicais livres 
do oxigénio, por lipopolissacarídeos bacterianos (26, 27), e ainda, pelo aumento da 
concentração intracelular de heme hepática, que pode ser induzida por vários fármacos, 
compostos naturais, citoquinas e fatores de crescimento (28). A BLV é reduzida a BL, numa 
reação catalisada pela biliverdina redutase (BVR), também dependente do NADPH (29). A 
BL formada, diz-se não conjugada (BNC), é lipossolúvel e circula no sangue ligada à 
albumina, o que aumenta muito a sua solubilidade devido a dois locais de ligação para esta 
molécula e também impede que seja excretada para a urina. Em indivíduos saudáveis, cerca 
de 99,9% da BNC circula sob a forma deste complexo com a albumina (21). 
1.2.2 Metabolismo hepático  
O fígado tem uma função central no metabolismo da BL, sendo responsável pela sua 
captação, armazenamento, conjugação e excreção (figura 4). A descoberta do mecanismo 
da conjugação da BL foi um dos marcos mais importantes na investigação desta molécula 
(30) pois permitiu que pudesse ser usada no diagnóstico e tratamento de várias patologias. 
A bilirrubina é uma substância que faz parte dos sais biliares que são excretados na bílis.  
A figura 4 apresenta as várias etapas do metabolismo da BL até à sua excreção e 
reabsorção no intestino. A BNC, que circula no plasma sanguíneo, é captada na superfície 
sinusoidal do hepatócito onde pode permanecer ligada a proteínas citoplasmáticas. Ao 
deslocar-se para o retículo endoplasmático liso (REL) sofre conjugação com um ou dois 
resíduos de ácido glicurónico (UDPGlcUA) através da ação catalítica da uridina difosfato 
glucorunil transferase 1A1 (UGT1A1) formando-se monoglucorunídeo (BMG) ou 
diglucorunídeo (BDG) de BL (glucuronidação). No intestino, a BC formada sofre oxidação, 
por ação das enzimas intestinais e da flora bacteriana e forma-se urobilinogénio (Urob) e 
outros pigmentos. A maior parte do Urob vai ser excretado nas fezes, quer sobre a forma 
não alterada, quer oxidado. O restante entra na circulação entero-hepática e re-excretado 
pelo fígado. Uma pequena fração pode ser expelida na urina. 
Como já foi referido, a BNC circula no plasma num complexo ligada à Alb (BL+Alb), 
que entra no hepatócito pela sua superfície sinusoidal (figura 5). O complexo passa pelas 
células finas e descontínuas, com poros, que revestem os sinusóides endoteliais e atingem o 
espaço de Disse, onde têm contato direto com a superfície sinusoidal basolateral do 
hepatócito (31). Considerando que a BNC é lipossolúvel deveria, facilmente, atravessar por 
difusão a camada lipídica da membrana do hepatócito. Contudo, este mecanismo não  
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Figura 4. Etapas do metabolismo da BL até à sua excreção e reabsorção no intestino. (1) A BL não conjugada 
(BNC) circula no plasma sanguíneo; (2) captação nos sinusoides (hepatócito); pode permanecer na célula 
hepática ligada a proteínas citoplasmáticas (ligandinas); (3) conjugação com um ou dois resíduos de ácido 
glicurónico (UDPGlcUA); através da ação catalítica da uridina difosfato glicorunil transferase 1A1 (UGT1A1) 
formando-se monoglucorunídeo (BMG) ou diglucorunídeo (BDG) de BL (glucorunidação); (4) A bilirrubina 
conjugada (BC) é excretada na bílis e libertada no duodeno; (5) A BC sofre oxidação por ação das enzimas 
intestinais e da flora bacteriana, forma-se urobilinogénio (Urob) e outros pigmentos. (6) O Urob pode ser 
recaptado para o fígado (circulação entero-hepática); (7) Oxidação do Urob e excreção na urina.  
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explica a grande especificidade que se verifica na captação da BL para o interior destas 
células Provavelmente, é a presença de proteínas citoplasmáticas que se ligam à BL com 
maior afinidade do que a Alb, como a ligandina (inicialmente denominada proteína Y), e 
uma glutationa-S-transferases (32), que favorecem a sua entrada no hepatócito, apesar de 
não participarem diretamente no aporte da BL para a célula Estas proteínas impedem, 
ainda, o efluxo e a acumulação de BL entre os hepatócitos. A entrada no hepatócito parece 
fazer-se por transporte passivo (33) e por difusão facilitada (34), mediada por proteínas que 
fazem parte da família dos transportadores dos aniões orgânicos OATP (Organic Anion 
Transport Proteins). Inicialmente, alguns estudos descreveram o polipeptídeo C (OATP2 
ou SL21A6) (35) como um possível transportador da BL, mas outros estudos não o 
confirmaram. Posteriormente, foram descritos como transportadores da BNC e BC, os 




Figura 5. Representação esquemática da regulação do transporte e conjugação da BL pelas proteínas do 
hepatócito. REL: retículo endoplasmático liso; BNC: bilirrubina não conjugada; Alb: albumina; BMG e BDG: 
mono e diglucuronídeos de BL; proteína Y: ligandina; UGT1A1: uridina difosfato glicorunil transferase 1A1; 
UDPGlcUA: resíduos de ácido glicurónico; OATP1B1/3: transportador de aniões orgânicos 1B1 e 1B3; ABCC3: 
transportador ATP-Binding Cassette, (Sub-Family C, CFTR/MRP, Member 3); MRP2: transportador 
dependente de ATP (Multidrug Resistance-associated Protein 2); ABCC2: transportador ATP-Binding Cassette, 
(sub-family G member 2). 
 
Os OATPs são uma superfamília de transportadores que medeiam a absorção celular 
de uma ampla gama de compostos endógenos e exógenos (36). Os membros das subfamílias 
1A e 1B têm grande especificidade para o substrato, são expressos principalmente no fígado, 
rins e intestino, e têm um papel importante sobre na farmacocinética de muitos fármacos, 
como foi demonstrado em modelos de ratinho knockout (37). Estes transportadores têm 
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sido alvo de uma pesquisa intensa no sentido de identificar os seus substratos e 
compreender a forma como atuam (38). 
No citosol do hepatócito, a BNC associada à ligandina, tem uma solubilidade 
aumentada (22) e é transportada até ao retículo endoplasmático liso, onde vai ser conjugada 
com uma ou duas moléculas de ácido glicurónico, uridino difosfato de ácido glicurónico 
(UDPGlucUA), que deriva da UDP glucose, podendo formar-se BMG e BDG, 
respetivamente. 
A enzima que catalisa esta conjugação é a uridina difosfato glicuronil transferase, 
polipeptídeo 1A1 (UGT1A1), codificada pelo gene UGT1A1, que apresenta várias isoformas, 
sendo a isoforma 1A1 a mais relevante na conjugação da BL (39). A UGT1A1 é uma proteína 
transmembranar, com localização preferencial no REL, possuindo um local de ligação para 
BL e outro para o UDPGlucUA, na face inferior do REL (figura 5). A caraterização 
bioquímica e molecular desta enzima, bem como o efeito das suas variantes génicas, serão 
posteriormente abordadas.  
Quimicamente a conversão de BNC em BMG ou BDG ocorre por esterificação de um 
ou os dois grupos carboxilo do ácido propiónico, localizado nos carbonos C8 e C12 dos dois 
anéis de pirrol central. A formação do 8,12-diglucuronideo (BDG) (figura 6) é essencial para 
uma eficiente excreção biliar. Em indivíduos adultos, a BDG é a forma predominante de BC 










Figura 6. Estrutura química da bilirrubina diglucoronídeo (BDG). Adaptado de Chowdhury et al. (7).  
 
A excreção da BC, na bílis é mediada pelo transportador dependente de ATP, a 
proteína MRP2 (Multidrug Resistence-associated Protein 2), que é importante na 
destoxificação de muitos substratos endógenos e exógenos. A ausência da MRP2 
funcionalmente ativa impede a secreção destes conjugados na bílis (40). 
Pensa-se que o ABCG2 (ATP-Binding Cassette sub-family G member 2), um 
transportador dependente de ATP localizado na superfície canalicular do hepatócito, possa 
estar também envolvido na secreção da BC (41). A ABCG2, codificada pelo gene ABCG2, é 
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expressa, em condições fisiológicas, na membrana apical canalicular dos hepatócitos e em 
menor quantidade no rim, duodeno, íleon, cérebro e placenta (42). 
Uma fração substancial dos glicuronídeos de BL pode ser reencaminhada para o pólo 
sinusoidal e ser novamente excretada para o plasma por outro transportador, o ABCC3 
[ATP-Binding Cassette, Sub-Family C (CFTR/MRP), Member 3 ou MRP3] (37); a BC pode 
voltar para o interior do hepatócito via OATP1B1/3. (43). Tem sido proposto que este 
processo de “recaptação” a montante, ou seja, perto da área portal, previna o efeito tóxico 
de alguns metabolitos presentes nesses hepatócitos (37). 
1.2.3 Excreção renal e intestinal 
Quando os conjugados de BL atingem a porção terminal do íleon e o intestino grosso, 
pode ocorrer desconjugação por ação de enzimas do intestino, no entanto, a redução da BL 
é essencialmente devida à ação de beta-glicuronosidases produzidas pela flora intestinal 
(44), sendo o urobilinogénio (Urob) o catabolito principal (figura 4). O Urob pode seguir 
três vias: entrar na circulação sanguínea e ser reconvertido no fígado a BC, para ser 
excretada de novo na bílis (ciclo enteropático do Urob; 10-20%) (45); ingressar na 
circulação sanguínea e filtrado para o rim, onde é convertido a urobilina, um pigmento 
amarelo que dá cor à urina (1-5%); continuar a ser degradado pela flora intestinal, sendo 
oxidado a estercobilina, um pigmento castanho-avermelhado que dá cor às fezes (80-90%).  
No rim, BC que passa para o filtrado glomerular, é secretada ou reabsorvida a nível 
tubular (46). O facto de a BC se associar à Alb, com uma ligação menos forte do que a BNC, 
faz com que a excreção renal seja apenas de 0,5 % do total de BL circulante (46). Na ausência 
de glucuronidação, uma fração BL é excretada como hidróxido (47), provavelmente pela 
ação do citocromo P-450 microssomal e da oxidase mitocondrial ou de outros tecidos (48). 
2. Fatores não genéticos que condicionam os níveis de bilirrubina 
Estão descritos na literatura inúmeros fatores que contribuem para a variação da BL 
no plasma. Neste subcapítulo iremos abordar os fatores não genéticos, nomeadamente os 
relacionados com estilo de vida. O impacto destes fatores foi analisado, na sua maioria 
isoladamente.  
Variáveis como hábitos tabágicos e a interação com fármacos e compostos dietéticos 
têm sido amplamente estudados. Alguns deles estão, no entanto, dependentes de fatores 
genéticos, que abordaremos posteriormente. 
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2.1 Género, idade e etnia  
Foi demonstrado que há uma significativa diferença nos níveis plasmáticos de BL em 
diferentes faixas etárias e entre homens e mulheres (49). As variações observadas entre 
género têm sido atribuídas a diferenças hormonais (49) pelo facto da testosterona diminuir 
a atividade da UGT1A1 e dos estrogénios e/ou progestogénios aumentarem a atividade da 
mesma (50). O efeito da testosterona pode, também, explicar o facto de a Síndrome de 
Gilbert (SG), uma hiperbilirrubinémia hereditária, ser mais frequentemente detetada 
durante a puberdade em indivíduos do sexo masculino (50). As diferenças entre género 
podem também ser devidas ao facto de os homens apresentarem maior massa eritrocitária 
e, portanto, a um maior turnover da Hb (51). 
Os níveis de BL atingem um valor máximo entre os 19 e 24 anos, decrescendo, 
continuamente, ao longo da vida (52, 53). Mas é no período neonatal onde se observam 
variações mais significativas dos níveis de BL. A maioria dos os recém-nascidos têm níveis 
de BL mais elevados nos primeiros dias de vida (54) e em alguns casos podem aumentar 
drasticamente. Estes valores devem ser vigiados, uma vez que a BL é neurotóxica e pode 
provocar encefalopatias (kernicterus) com sequelas irreversíveis e, se necessário, realizar 
tratamento com fototerapia. 
Verifica-se uma diferença significativa nos NPB entre etnias. Um dos primeiros 
estudos efetuados para avaliar estas diferenças foi realizado numa amostra de 1538 
americanos que mostrou que os afro-americanos apresentavam níveis mais baixos de BL do 
que os latinos, asiáticos e caucasianos de origem europeia (55). Etas diferenças raciais 
revelaram-se mais acentuadas nas mulheres do que nos homens (55). Para as diferenças 
inter-raciais observadas muito contribuem os fatores genéticos, como está descrito num 
subcapítulo seguinte. 
2.2 Fatores adquiridos 
Está descrito que os fumadores apresentam NPB mais baixos do que os não 
fumadores. Um estudo mostrou que após cessação de hábitos tabágicos há um aumento na 
concentração de todas frações de BL (56). A BL está inversamente associada à duração da 
exposição tabágica e à quantidade de cigarros consumidos por dia (57). Alguns autores 
sugerem que a diminuição dos NPB poderá explicar-se pela indução da expressão do gene 
UGT1A1, por substâncias presentes no tabaco, o que se traduz numa taxa aumentada de 
glucuronidação de BL e no aumento da sua excreção (58). Outra explicação, assenta 
capacidade antioxidante da BL. Segundo Schwertner num estudo que incluiu doentes com 
doença arterial coronária, foi proposto que a diminuição dos NPB podia ser consequência 
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de um “consumo” excessivo de BL (como substrato redutor das peroxidases) para a 
destoxificação de radicais livres presentes no fumo do tabaco (59). 
A relação entre o consumo de álcool e os NPB é controversa, alguns estudos referem 
que a BL aumenta com o consumo de álcool (60, 61), enquanto outros não observam uma 
associação clara com este fator (62, 63).  
Num estudo feito em homens e mulheres para determinar o impacto que o exercício 
físico tinha sobre a função hepática, perfil lipídico e adiposidade, não foi encontrada 
nenhuma associação entre os NPB e o exercício físico (64). Houve outro estudo em que se 
avaliou o efeito da intensidade de exercício sobre os níveis de BL, em mulheres no período 
pós-menopausa, (65), foi detetado um aumento na concentração de BL quando a 
intensidade do treino aumentou em 150% (66). Os efeitos imediatos do exercício aeróbico 
intenso avaliados do em 11 atletas masculinos, incluiram um aumento na concentração de 
ácido úrico, BL e ácido ascórbico (155). 
2.3 Outras variáveis associadas a variação da bilirrubina 
Outros fatores que estão associados com a variação dos NPB são o jejum e a restrição 
calórica. O jejum ou uma dieta com menos de 400 calorias por dia pode levar a um aumento 
da concentração de BNC. Têm sido propostos vários mecanismos para explicar este 
aumento de BL não conjugada durante o jejum, nomeadamente, a inibição do transportador 
de aniões orgânicos na membrana celular do hepatócitos (67); a inibição competitiva da 
captação da BL por ácidos gordos livres que aumentam no plasma durante o período de 
jejum; a diminuição da motilidade intestinal com subsequente acumulação de pigmentos 
biliares (68); o aumento da circulação entero-hepática e o refluxo para o plasma (68).  
Fármacos e outras substâncias que competem com a BL para a glucuronidação 
contribuem também para elevar os seus níveis. Alguns extratos de plantas medicinais 
podem mesmo exercer efeitos inibitórios da atividade da UGT1A1 e, consequentemente, 
aumentar os níveis de BL (69).  
Há constituintes dietéticos que aumentam atividade enzimática da UGT1A1, como é o 
caso dos citrinos (70) e de um constituinte derivado de vegetais crucíferos (repolho, 
brócolos) (71), que induzem um aumento da expressão do gene UGT1A1 (72). Estudos em 
modelos animais, comprovaram que a proteína de soja e as isoflavonas de soja aumentam 
a atividade de UGT hepática (73) e que os alil sulfetos da cebola e do alho também 
apresentam o mesmo efeito em diferentes enzimas da família UGT (74).  
Está também descrito que a concentração de BL é inferior em mulheres sob 
terapêutica de estrogénios, o que parece estar relacionado com a excreção aumentada de 
bilirrubina por indução da expressão hepática de UGT1A1 (75). Estudos que avaliaram 
diversos tipos de contracetivos demonstram uma redução da concentração de BL (76). 
Fatores que contribuem para a variação dos níveis plasmáticos de bilirrubina 
 
  | 15  
 
3. Fatores genéticos 
O primeiro gene “candidato” para explicar a presença de hiperbilirrubinémias 
hereditárias é o UGT1A1. Este gene codifica para a enzima responsável pela glucuronidação 
da BL, a uridina difosfato glicorunil transferase 1A1 (UGT1A1), que promove a sua excreção 
biliar. As variantes deste gene explicam a fisiopatologia nas síndromes de Gilbert e Crigler-
Najjar tipo I e II. Contudo, diversos estudos têm demonstrado que mutações nos genes que 
codificam as proteínas transportadoras MRPs e OATPs podem constituir também fatores 
genéticos associados a hiperbilirrubinémia. 
3.1 Doenças hereditárias da conjugação e transporte da bilirrubina 
As hiperbilirrubinémias hereditárias podem agrupar-se em formas 
predominantemente não conjugadas e em formas maioritariamente conjugadas. A figura 7 
ilustra a localização dos defeitos moleculares das enzimas envolvidas no metabolismo da BL 
e a tabela 1 resume algumas caraterísticas fisiopatológicas e clínicas destas síndromes.  
Nas hiperbilirrubinémias não conjugadas estão incluídas a SG e as síndromes Crigler-
Najjar tipo I e II (SCN-I, SCN-II) que, como já foi referido, resultam de uma deficiente 













Figura 7. Localização do defeito molecular das síndromes de Gilbert, Crigler-Najjar, Durbin-Johnson e Rotor 
no metabolismo da BL no hepatócito. REL: retículo endoplasmático liso; BNC: bilirrubina não conjugada; Alb: 
albumina; BMG e BDG: mono e diglucuronídeos de BL; proteína Y: ligandina; UGT1A1: uridina difosfato 
glicorunil transferase 1A1; UDPGlcUA: resíduos de ácido glicurónico; OATP1B1/3: transportador de aniões 
orgânicos 1B1 e 1B3; ABCC3: transportador ATP-Binding Cassette, (Sub-Family C, CFTR/MRP, Member 3); 
MRP2: transportador dependente de ATP (Multidrug Resistance-associated Protein 2); ABCC2: transportador 
ATP-Binding Cassette, (sub-family G member 2).
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Nas hiperbilirrubinémias predominantemente conjugadas destacam-se a síndrome 
de Dubin-Johnson (SDJ), cujo defeito molecular está na excreção da BC (40), e a síndrome 
de Rotor (SRT), em que a alteração molecular reside na incapacidade de absorção e 
armazenamento da BL no hepatócito (37).  
De uma forma geral a SDJ, a SRT e a SG são doenças cujo diagnóstico diferencial 
apresenta uma importância acrescida pois estão associadas a condições, geralmente 
benignas. Ao ser estabelecido o seu diagnóstico evitam-se tratamentos, exames clínicos 
invasivos e acompanhamento médico desnecessários. A SDJ e a SRT são raras, exibem um 
misto de hiperbilirrubinémia conjugada e não conjugada, enquanto a SG é muito frequente 
na população caucasiana e é maioritariamente uma hiperbilirrubinémia não conjugada (3). 
As particularidades fisiopatológicas e clínicas das hiperbilirrubinémias hereditárias estão 
resumidas na tabela 1. 
 
Tabela 1: Caraterísticas fisiopatológicas e clínicas das hiperbilirrubinémias hereditárias. 
Adaptado de Strassaburg et al. (78). 
3.1.1 Síndrome de Gilbert 
A síndrome de Gilbert (OMIM#143500), também conhecida por síndrome Gilbert-
Meulengracht, foi identificada pela primeira vez em 1900 pelos médicos franceses Nicola 
Augustin Gilbert e Pierre Lereboullet. Na SG desenvolve-se uma hiperbilirrubinémia não 
conjugada ligeira e crónica, que ocorre sem qualquer outro sintoma de doença hepática ou 
hematológica e pertence ao grupo das alterações metabólicas mais comuns na nossa 
população. Muitos doentes, após uma pesquisa apropriada, são diagnosticados com a SG 
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determinar a causa da hiperbilirrubinémia. A SG é uma doença autossómica recessiva (79). 
O primeiro mecanismo molecular que permitiu explicar a fisiopatologia de SG foi a presença 
de um polimorfismo no promotor do gene UGT1A1, que contém a sequência de repetição 
A[TA]nTAA (na TATA box do promotor) envolvida na modulação da transcrição do gene, em 
que o dinucleotídeo TA pode estar repetido de 5 a 8 vezes. A atividade normal da enzima 
UGT1A1 está associada à presença do alelo A[TA]6TAA, mas a expressão do gene diminui, 
consideravelmente, com o aumento do número de repetições TA. A presença do alelo [TA]7 
(c.-41_-40dupTA; UGT1A1*28) constitui a causa mais comum desta síndrome (80). 
Embora a hiperbilirrubinémia em indivíduos com SG seja mais suave do que em outras 
formas de hiperbilirrubinémia, atinge cerca de 5%-10% da população em geral (81) e é mais 
frequente, numa proporção de 4:1, no sexo masculino do que no sexo feminino (50). As 
outras variantes genéticas associadas a esta síndrome e as diferenças entre populações serão 
abordadas posteriormente na caracterização da enzima UGT1A1. 
Como já foi referido, a SG é uma condição benigna em que pode não ser necessário 
tratamento. Em geral, é detetada num exame de rotina em que a análise de sangue revela 
um nível elevado de BL, mas, frequentemente, estes casos só são resolvidos através da 
análise genética. A síndrome de Gilbert é caracterizada por um fenótipo muito mais leve do 
que as SCN, dado que a atividade da enzima só está reduzida em cerca de 30 % do normal 
(79).  
3.1.2 Síndromes de Crigler-Najjar  
A síndrome de Crigler Najjar tipo I (OMIM #218800) é uma patologia hereditária, 
muito rara, causada pela deficiência completa, ou quase completa, da UGT1A1. A síndrome 
de Crigler Najjar tipo II (OMIM #606785) apresenta uma deficiência parcial desta enzima 
(82). Estas patologias são, em geral, autossómicas recessivas (77).  
Na SCN-I, os doentes morrem habitualmente no primeiro ano de vida devido à 
acumulação de BNC no cérebro e sistema nervoso. Esta acumulação causa encefalopatia 
bilirrubínica, denominada por kernicterus, uma vez que a região mais atingida do cérebro 
é a região nuclear (kern); podem ocorrer défices neurológicos, lesões dos gânglios basais e 
do cerebelo irreversíveis (77). 
O diagnóstico é feito com base na concentração de BL plasmática, superior a 20 
mg/dL e pela presença vestigial de glicuronídeos da bilirrubina na bílis. Deve fazer-se o 
diagnóstico diferencial com outras doenças que apresentam uma produção excessiva de BL 
(hemólise) e infeções e ser confirmado pela análise do DNA, o que evita a realização de 
biópsia hepática. 
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Hoje em dia está disponível o diagnóstico pré-natal, em amostra de vilosidades 
coriónicas, assim como o diagnóstico genético de pré-implantação. O aconselhamento 
genético é recomendado quando os pais têm uma história familiar de SCN (83).  
O tratamento é feito por fototerapia (10-12 horas por dia), para manter os níveis de 
BNC não conjugada abaixo do limiar neurotóxico e  uma razão molar BL/Alb inferior a 0,5, 
em recém-nascidos, e inferior a 0,7, em crianças e adultos (83). O transplante hepático pode 
ser uma alternativa a considerar para estes doentes (84), dado que a SCN-I pode ser letal, 
como resultado do kernicterus (83). 
A síndrome de Crigler-Najjar tipo-II ou síndrome de Arias (85) é uma 
hiperbilirrubinémia não conjugada hereditária causada pela atividade reduzida da UGT1A1. 
É uma forma mais ligeira de SCN e raramente apresenta kernicterus (86). Apesar de ser 
considerada de transmissão autossómica recessiva, como a SCN-I, foram descritas algumas 
variantes que parecem ter um padrão autossómico dominante (87). As primeiras 
manifestações clínicas aparecem, geralmente, logo após o nascimento e os doentes com 
SCN-II sofrem de icterícia menos grave do que os doentes com SCN-I e têm bílis pigmentada 
devido aos glicuronídeos de BL (160). A encefalopatia bilirrubinémica pode desenvolver-se 
mais tarde na vida do doente em determinadas condições.  
O diagnóstico é baseado nos valores de BT, que variam entre 6 a 20 mg/dL e a 
presença de glicuronídeos de BL na bílis. O diagnóstico é confirmado pela análise do DNA, 
evitando a necessidade de biópsia hepática e ajuda a distiguir os dois tipos de SCN, porque 
as mutações são diferentes (88). Deve fazer-se o diferencial com doenças com produção 
excessiva de bilirrubina (hemólise), hepatite e síndrome de Gilbert. A SCN-II pode ser 
diferenciada da SCN-I pela resposta terapêutica ao fenobarbital, que induz a expressão da 
UGT1A1, permitindo discriminar estes doentes, uma vez que os portadores de SCN-I não 
respondem ao fenobarbital (89). No entanto, a melhor forma de diferenciar estas duas 
patologias é a análise genética (88).  
A prevalência da doença de Crigler-Najjar está estimada em 0,6-1 por milhão de 
nascidos vivos. As mutações em qualquer um dos 5 exões, ou raramente em intrões e/ou na 
região promotora, podem causar as síndrome de Crigler-Najjar tipo I ou II. Foram 
identificadas cerca de 110 mutações (mutações pontuais, deleções, inserções) no gene 
UGT1A1 associadas a estas síndromes (90, 91), o que indica que as síndromes de Crigler-
Najjar são geneticamente heterogéneas. As suas apresentações clínicas são, no entanto, 
bastante homogéneas. 
3.1.3 Síndrome de Durbin-Johnson 
Na síndrome de Durbin-Johnson, a hiperbilirrubinémia é fundamentalmente 
conjugada ou mista. Quando a SDJ foi descrita pela primeira vez (92), os autores referiram 
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que o fígado destes doentes, embora não revelasse alterações da sua estrutura, continha um 
pigmento negro (92). A SDJ é transmitida de forma autossómica recessiva e é causado por 
mutações, em homozigotia, no gene ABCC2 (ATP-Binding Cassette, sub-family C), que 
codifica para um transportador da membrana apical dependente de ATP, o MRP2 (40). Este 
transportador controla o efluxo de bilirrubina-glucuronídeos e de outros aniões orgânicos, 
conjugados no hepatócito, para a bílis.  
O diagnóstico desta síndrome é estabelecido em doentes que exibem 
hiperbilirrubinémia conjugada isolada (sem alterações nas atividades das enzimas 
hepáticas, nem hemólise), na ausência de qualquer condição séptica, anomalia ecográfica 
hepática ou medicação potencialmente interferente. Apesar dos estudos histológicos 
permitirem um diagnóstico definitivo, a biopsia hepática não é sistematicamente realizada 
uma vez que é um procedimento invasivo e se trata de uma condição benigna. O diagnóstico 
definitivo pode ser obtido através da análise molecular do gene ABCC2 (93). 
3.1.4 Síndrome de Rotor 
Em 1948, Rotor & colaboradores descreveram um caso clínico (94), semelhante ao 
descrito posteriormente por Dubin e Johnson, mas no qual o fígado não apresenta 
pigmentação negra (95). Os doentes com hiperbilirrubinémias hereditárias do tipo 
conjugado ou misto passaram a ser distinguidos pela presença ou ausência destes 
pigmentos no fígado e a entidade clínica passou a chamar-se Síndrome de Rotor (SRT). A 
SRT é uma doença autossómica recessiva muito rara e benigna, decorrente de mutações no 
gene ABCC2 e caracterizada por hiperbilirrubinémia, predominantemente conjugada, não-
hemolítica crónica (95) (tabela 1). A hemólise não é uma característica desta síndrome mas 
foi descrita a co-hereditariedade com patologias hemolíticas, como a deficiência da glucose-
6-fosfato-desidrogenase (G-6-PD) e -talassemia, com histologia normal do fígado (78). 
Como o defeito genético desta síndrome está associado um transportador que é 
responsável pelo transporte da BL para o hepatócito, podia antever-se que resultaria 
predominantemente em hiperbilirrubinémia não conjugada, isto é, de um defeito de 
captação. A BL não chegaria a entrar no hepatócito aumentando a concentração de BNC no 
plasma. No entanto, a maioria dos defeitos de captação resultam em hiperbilirrubinémia 
que é predominantemente conjugada, pois o defeito é sobretudo no mecanismo de 
“recaptação” da BC, via OATP1B1/3 (37). 
Habitualmente a SRT é identificada em crianças e adolescentes, mas verifica-se 
frequentemente uma icterícia ligeira, desde o nascimento, o que constitui uma indicação 
importante no diagnóstico diferencial da SDJ. Assim, a principal diferença, como foi 
referido, é a presença de pigmentos negros no fígado e de frações de isómeros de 
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coproporfirina (I e III) encontrados na urina de indivíduos com SDJ. Em indivíduos 
saudáveis, a percentagem de coproporfirina I que é excretada em relação a coproporfirina 
total é aproximadamente 20% a 45%. Nas síndromes de DJS e de Rotor há retenção de 
coproporfirina III (95). Consequentemente, a percentagem de coproporfirina I excretada na 
urina excede o intervalo de referência (95). Na SRT, a excreção urinária da coproporfirina I 
é elevada e na ordem dos 60% a 80%, enquanto na SDJ é superior a 80%, mas o valor total 
é normal (78). Na SRT, a colecistografia, que avalia a capacidade funcional do fígado para 
remover o meio de contraste da corrente sanguínea e a sua excreção biliar, é normal, 
enquanto na SDJ pode sofrer alterações (4). Se a biopsia hepática não for viável, tanto a 
cintigrafia biliar com tecnecium 99mTc, que revela a excreção renal na SRT, como a análise 
molecular, que deteta as mutações no gene ABCC2 nos doentes com SDJ, podem ser úteis 
na distinção entre SRT e SDJ (78). A SRT é uma doença muito rara, tem uma prevalência 
desconhecida mas foram descritos mais de 50 casos na literatura até ao momento (96).  
3.1.5 Outros genes associados a variação plasmática da bilirrubina 
 As alterações no gene UGT1A1, assim como os genes que codificam as proteínas 
transportadoras (OATPs e MRPs) podem condicionar os níveis de BL. No entanto, no 
metabolismo da BL há outros genes que codificam proteínas cujas variantes podem também 
determinar variações na BL plasmática. Têm sido realizados estudos de associação genética 
(GWAS: genome wide association studies) que identificaram loci significativamente 
associados à variação da BL. Um desses estudos foi realizado em 9464 indivíduos e 
identificou uma forte associação entre os níveis de BL e os genes UGT1A1 e SLCO1B1 
(organic anion-transporting polypeptide OATP1B1) (97). O SNP rs6742078 localizado 
perto da região TATA do promotor do gene UGT1A1 foi o que apresentou maior associação 
e uma contribuição de 18% para a variação observada na BL. Adicionalmente, para o gene 
SLCO1B1, o SNP (rs4149056), localizado no exão 6, que resulta na troca do resíduo V174A, 
estava associado e determinou 0.6 % da variação total da BL. Esta variante tem sido 
apontada em alguns estudos clínicos como responsável pelas alterações na função de 
transporte e, consequentemente, pela elevação de BL (98).  
 Outro estudo GWAS identificou a associação dos níveis de BL , não só com a região 
promotora com a região promotora do UGT1A1, mas também com o gene SLCO1B1 e com o 
G6PD, embora com menor significância (96). Os eritrócitos de indivíduos com deficiência 
em G6PD, a enzima chave da via das pentoses fosfato, apresentam uma semivida reduzida, 
por hemólise prematura, conduzindo à produção aumentada de BL. A deficiência da G-6-
PD é bem conhecida por estar associada à hiperbilirrubinémia, de causa hemolítica (99). 
Também se verificaram alterações da concentração de BL em adultos devido a variantes 
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presentes neste gene (100). Outro gene recentemente identificado por GWAS foi o NUP153, 
que codifica uma proteína de 153 kDa, a nucleoporina (101), importante no transporte 
bidirecional de moléculas do núcleo para o citoplasma(102). Esta proteína tem sido 
associada ao transporte da enzima biliverdina redutase (BVR), que como já foi referido 
catalisa a formação de BL a partir de BLV. O gene BLVRA (biliverdina redutase A), que 
modula esta enzima, é também apontado como potencial interferente na variação dos níveis 
de BL. Há, no entanto, controvérsia, pois outro referem não haver associação entre as 
variantes deste gene e os NPB (103).  
 O gene HOMOX que codifica a HO-1, responsável pela produção de BL, apresenta um 
polimorfismo de repetição (GT) na região promotora do HOMOX, que também modula a 
expressão HO-1 em resposta ao stress oxidativo. Esta variante foi associada à presença de 
doenças cardiovasculares (DCV) mas o seu efeito nos níveis de BL foram inconclusivos (104) 
(105).  
 Pelo exposto, há outros genes que podem modular os níveis de BL, mas com menor 
impacto do que o UGT1A1. Apesar de terem sido realizados poucos rastreios de mutações 
nesses genes, os estudos de associação génica mostram claramente o contributo dos defeitos 
de glucuronidação para explicar as diferenças inter-individuais de BL.  
3.3 Implicações da Síndrome de Gilbert noutras patologias 
A presença de hiperbilirrubinémia, associada a SG, pode levar ao agravamento do 
quadro clínico dos indivíduos que apresentam doenças hemolíticas crónicas (106) ). Por 
outro lado, os doentes com SG são mais sensíveis aos efeitos adversos dos antineoplásicos e 
de outros fármacos que sofrem a glucorunidação hepática, pelo que o seu diagnóstico ganha 
importância ao nível do tratamento de muitas patologias.  
3.3.1 Monitorização de doenças 
Um dos primeiros estudos onde se observou o efeito negativo da associação da SG 
com as doenças hemolíticas foi na esferocitose hereditária (106). Esta doença hemolítica 
crónica e hereditária, é comum no norte da Europa (107). É caraterizada pela presença de 
anemia, esplenomegalia e icterícia. Os indivíduos afetados apresentam os eritrócitos com a 
forma esférica (esferócitos) devido a defeitos estruturais nas proteínas de membrana (108). 
Os esferócitos anómalos são destruídos no baço, sendo esta a principal causa de hemólise. 
Um dos parâmetros que define a gravidade desta anemia é a concentração de BL, que 
estando aumentada, pode levar ao desenvolvimento de litíase biliar (109). Verificou-se que 
os indivíduos que eram afetados por esta doença e que co-herdavam a variante UGT1A1*28 
apresentavam um aumento significativo dos níveis de BL, com agravamento do fenótipo  
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(106). Este aspeto foi particularmente evidente em alguns casos de esferocitose mais suave, 
onde a concentração de BL plasmática era inesperadamente alta, o que dificultou a sua 
classificação de acordo com os parâmetros clínicos (110). 
Na anemia falciforme é frequente observarem-se complicações como crises vaso-
oclusivas que promovem a hemólise e a hiperbilirrubinémia crónica e que podem também 
conduzir a litíase biliar (111). A presença do polimorfismo UGT1A1*28, associado à SG, 
parece constituir um fator de risco para esta complicação clínica na anemia falciforme (111). 
A associação entre a presença de litíase e a variante TA tem sido descrita noutras doenças 
hemolíticas crónicas, como por exemplo na talassemia minor, (112), deficiência da G-6-PD 
(113). 
Antes de se identificar o defeito molecular responsável pelo SG, colocou-se a hipótese 
de que a SG poderia alterar os níveis de BL no período neonatal. Posteriormente, provou-se 
que a SG contribuía para a hiperbilirrubinémia do recém-nascido (114). A análise genética 
revelou que homozigóticos para o alelo [TA]7 apresentavam níveis de BL mais elevados e 
persistentes (223>mol/L) do que os heterozigóticos ou homozigóticos para o alelo normal, 
o que se traduzia numa icterícia neonatal prolongada (115). 
A hiperbilirrubinémia não conjugada prolongada, associada à alimentação com leite 
materno, no final do período neonatal, por volta dos 4 meses de idade, causa ansiedade aos 
familiares e pediatras, uma vez que nesta idade ainda pode representar risco de 
encefalopatia (116). A hiperbilirrubinémia diminui quando o leite materno é substituído 
pela fórmula infantil comercial. A causa desta hiperbilirrubinémia ainda não está 
completamente esclarecida, mas a presença de variantes do gene UGT1A1, que estão na base 
da SG, poderá condicionar icterícia associada à ingestão de leite materno (117). 
3.3.2 Tratamento farmacológico: farmacogenética 
Muitas substâncias exógenas, xenobióticos e fármacos são substratos da enzima 
UGT1A1 (118). As variações genéticas que alteram a atividade da UGT1A1 podem constituir 
um perigo de toxicidade aumentada para os portadores. A variante mais estudada nesta 
interação corresponde ao polimorfismo UGT1A1*28 no promotor, responsável pela SG (86) 
(119). São exemplos de substratos da UGT1A1, o irinotecano (SN-38), o acetaminofeno 
(paracetamol) e a sinvastatina (118, 120). Também existem muitos fármacos que podem 
induzir ou inibir a atividade da UGT1A1 (86). A rifampina e o fenobarbital são exemplos de 
fármacos indutores (86), (121).  
O estudo do impacto das variantes génicas na metabolização dos fármacos constitui 
uma importante área de investigação, permitindo uma terapêutica mais individualizada 
(farmacogenética). A toxicidade para o irinotecano (camptotecina) é um exemplo bem 
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 estudado neste domínio, dado que este fármaco representa uma opção de tratamento 
padronizada para cancro colorectal metastizado e para outros tumores sólidos, atuando 
como inibidor da topoisomerase (122). O irinotecano é convertido em 7-etil-10-
hydroxicamptotecina (SN-38) pelas enzimas carboxilesterases, que apresentam 100 vezes 
maior atividade anti-tumoral (123). Porém, o irinotecano tem uma faixa terapêutica estreita 
e conduz a efeitos colaterais, como a mielossupressão (principalmente leucopenia e 
trombocitopenia) e diarreia severa (124), o que implica muitas vezes a interrupção ou a 
diminuição da dose administrada. O SN-38 é maioritariamente inativado pela proteína 
UGT1A1, que gera um glicuronídeo de SN-38 que depois é eliminado através da bílis e urina 
(124). Os doentes com SG têm, portanto, maior propensão para a toxicidade pelo 
irinotecano. 
Outro fármaco que pode ter a sua atividade condicionada, em caso de SG, é o 
atazanavir, atualmente recomendado para o tratamento da infeção por HIV-1. O atazanavir 
inibe a enzima UGT1A1 conduzindo ao aparecimento de hiperbilirrubinémia (125). Os 
indivíduos portadores do alelo UGT1A1*28 podem desenvolver mais facilmente icterícia 
clinicamente significativa (126). Alguns autores sugerem que a BL possa ser usada como um 
marcador da adesão à terapia com atazanavir, permitindo prever o resultado terapêutico e 
respetiva toxicidade (127). 
Como a UGT1A1 é capaz de glucorunidar estrogénios (128), tem sido proposto que os 
portadores da variante polimórfica UGT1A1*28 tenham uma propensão diferente para o 
desenvolvimento de doenças cancerígenas com transformação neoplásica (129). 
O desenvolvimento de novas terapias farmacológicas deve ter em conta a presença de 
alterações no gene UGT1A1, que condicionam simultaneamente a presença de SG e 
toxicidade aumentada para vários fármacos.  
3.4 A enzima UGT1A1 
A família das uridinas glucorunosiltransferases (UGTs) é responsável pela 
glucorunidação de muitos substratos e pela maior parte do metabolismo hepátic0 da fase II 
(130, 131). É constituída por dois grupos de genes principais, UGT1 e UGT2 (subdividido 
em 2A e 2B) (131), classificação baseada na identidade de sequência nucleotídica das suas 
isoformas (86, 118, 120, 132). A UGT1A1 (NM_000463.2), com 533 aminoácidos (aa), é a 
principal isoforma responsável pela glucuronidação da BL e também pela conjugação de 
antraquinonas antraquinonas, fenóis, flavonóides e uma variedade de fármacos e seus 
metabolitos (133). É expressa em tecido biliar, cólon, fígado, intestino e estômago (111). 
A nomenclatura dos genes UGT1A e das respetivas proteínas é baseada na comparação 
de sequências e na divergência evolutiva (134). Cada gene humano é denominado pela 
 abreviatura UGT (Ugt, no rato), seguido por um número árabe, que representa a família, 
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uma letra, que designa a subfamília e um número árabe, que indica o gene individual dentro 
da família ou subfamília. Uma comissão internacional de nomenclatura compila e atualiza 
a nomenclatura da família das UGTs e está acessível online (em 
http://www.pharmacogenomics.pha.ulaval.ca/sgc/ugt_alleles/). 
3.4.1 Organização genómica das UGTAs  
Os genomas dos vertebrados contêm um conjunto exclusivo de genes clusters, que se 
organizam em regiões variáveis e constantes. Os genes cluster incluem o grupo das 
imunoglobulinas, recetor de células-T e UGTs (135). No complexo do gene UGT1A1 humano 
(figura 8), a região variável contém as regiões promotoras e os exões 1, que são específico 
de cada proteína (colocados em tandem), e quatro exões (2-5) comuns a todas as 13 
isoformas (136). O splicing alternativo em cada exão 1 é variável e em conjunto com a região 
constante gera diferentes mRNAs da UGT1, codificando para proteínas com funções 
distintas. A região variável codifica para o domínio N-terminal (NH2) destas proteínas. As 
mutações no primeiro exão afetam apenas uma isoforma, enquanto que as mutações nos 








Figura 8. Organização estrutural do complexo do gene UGT1 humano. Este complexo está localizado no 
cromossoma 2 região (2q37.1). A família de genes UGT1A inclui nove genes codificadores de proteínas e quatro 
pseudogenes, e codifica 13 isoformas diferentes da enzima UGT1A (UGT1A1 até UGT1A13p) com especificidades 
variáveis de substrato. Nas isoformas codificadas pelo UGT1, cada exão 1 tem o seu próprio promotor que 
codifica para um substrato específico de 286 aminoácidos, no terminal amino, e os exões 2-5, que são comuns, 
codificam os 245 aminoácidos do terminal carboxílico que é igual a todas as isoformas. Os mRNAs das isoformas 
específicas são formados por splicing alternativo do primeiro exão específico. Adpatado de Fauci et al., in 
Harrison´s, Principles of Internal Medicine (136). 
 
Como a estrutura cristalográfica da UGT1A1 ainda não foi estabelecida, o modelo da 
proteína, incluindo a sua localização e orientação na membrana do REL, foi inferido com 
base na análise de hidrofobicidade da estrutura primária e latência da atividade enzimática 
(137). Os primeiros 20 aminoácidos constituem o peptídeo sinal, que é clivado na maturação 
da proteína. A maior parte das moléculas de UGTs maduras, apresenta locais de 
 ligação para os substratos (domínio aglicona, 26-291; região variável) e para o ácido 
glicurónico (região conservada). Pensa-se que estes dois domínios estejam orientados para 
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o lúmen do REL (dentro da cisternas, figura 9) (138). Uma alteração entre o resíduo 292 e 

















Figura 9. Representação esquemática da proteína UGT1A1 na membrana do REL, mostrando os domínios e a 
localização de resíduos de cisteína. A maioria do polipeptídeo reside no lúmen do REL, exceto para a cauda do 
C-terminal e o domínio transmembranar. A região variável confere especificidade de substrato e a região 
conservada é responsável pela ligação do substrato UDP-ácido. Cada resíduo de cisteína é representado por (▲), 
exceto para Cys18 (∆), que mostra o peptídeo N-terminal fora do REL. Adaptado de Roulen et al. (137). 
 
A sequência que classifica o grupo das UGT1As (signature sequence) tem 44 resíduos 
no local de ligação ao açúcar UDP. O domínio de ancoragem transmembranar inclui o 
motivo dilisina, que liga a enzima à membrana do REL (resíduos 491-507; Prosite pattern 
PS00375). 
A UGT1A1 contém um total de 11 resíduos de cisteína, um dos quais é dentro o 
peptídeo sinal (aminoácido 18) que é clivado durante a síntese da enzima (figura 10); sete 
resíduos de cisteína (C127, C156, C177, C186, C223, C280 e C383) estão dentro do segmento da 
enzima, localizado no lúmen do REL; as cisteínas C509, C510 e C517 estão localizadas dentro 
da cauda citoplasmática C-terminal (139). O alinhamento de sequências revelou que os dez 
resíduos de cisteína presentes na UGT1A1 madura são altamente conservados em todas as 
isoformas de UGT1A humanas (139). 
3.3.2 Variantes do gene UGT1A1 
Dos genes envolvidos no metabolismo da BL, o UGT1A1 tem sido o mais estudado 
devido à função da UGT1A1 NA glucuronidação. Vários estudos de associação génica  
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(GWAS) e de segregação (97) mostraram que havia um gene major determinante na 
variação dos níveis de BL. A maior parte destes trabalhos foi realizada no contexto das DCV, 
para identificar os genes que influenciavam os níveis de BL, tendo em conta que esta pode 
ser um marcador de risco para esse tipo de doenças. Como referido, as mutações no UGT1A1 
são responsáveis pelas síndromes hereditárias da conjugação (SG, SCN-I e SCN-II) (88) e 
condicionam a via para excreção de outras substâncias de origem dietética, ambiental e 
farmacêutica.  
As mais recentes atualizações de bases de dados e revisões bibliográficas (90) (91), 
mostraram que o gene UGT1A1 é muito polimórfico. Na base de dados Ensemble estão 
anotadas 1097 variantes para este gene (ENSG00000242366), entre as quais 338 estão 
localizadas na região codificante. Muitas destas variantes foram identificadas no projeto 
COSMIC (Catalogue of Somatic Cell Mutation in Cancer), por sequenciação. Até à presente 
data foram descritas 130 variantes associadas a hiperbilirrubinémia não conjugada (SG, 
SCN-I e SCN-II). Destas, 91 são mutações de um único nucleótido ou SNP, em que 77 
alteram o aminoácido (não-sinonímias: nsSNP), 14 introduzem um codão stop, 21 são 
pequenas deleções, 10 são inserções e 8 são mutações que afetam a região promotora e 
intrões (90). Estas mutações também estão associadas à icterícia neonatal e à 
hiperbilirrubinémia causada pela terapia com irinotecano. Estão descritos mais 15 nsSNPs 
que não foram incluídos na revisão acima referida mas que estão relatados (tabela do 
suplemento S1; do artigo 4). 
Verificou-se que as mutações associadas à SCN-I e SCN-II podem, em heterozigotia, 
dar origem ao fenótipo SG. Assim, estas 3 patologias podem não ser entidades clínico-
genéticas mutuamente exclusivas, mas corresponder a diferentes zonas do espetro 
quantitativo de hiperbilirrubinémia não conjugada (78).  
Existem outros polimorfismos descritos, sendo que 4 deles se destacam pela 
frequência com que ocorrem nas diferentes populações (figura 10). Um dos polimorfismos 
mais estudado é a duplicação no A[TA]nTAA no promotor do gene UGT1A1, c.-41_-
40dupTA ou UGT1A1*28, que é o defeito molecular mais frequentemente associado a SG na 
população caucasiana. Outra variante, no promotor do gene UGT1A1, é substituição do 
nucleótido T por G na posição -3279, localizada no módulo de resposta ao fenobarbital 
(PBREM-Phenobarbital -Responsive Enhancer Module). Este polimorfismo, também 
conhecido por UGT1A1*60, parece reduzir a atividade transcricional da UGT1A1 (140) e está 
descrito que se encontra em desequilíbrio de ligação com o polimorfismo TA (141). Ainda 
na região PBREM, há outro polimorfismo, com a substituição c.-3156G>A, que também se 
encontra em desequilíbrio com os dois anteriores (140), mas parece ter menos influência na 
variação da BL. Existem dois SNPs localizados no exão 1, o primeiro resulta da substituição 
de um G por A no nucleótido 211 (G71R; UGT1A1*6) e o segundo da troca de um C por A na 
Fatores que contribuem para a variação dos níveis plasmáticos de bilirrubina 
 
  | 27  
 
posição A frequência destas variantes do UGT1A1 está determinada em vários grupos 
populacionais.  
Como já referimos, a duplicação TA no promotor (UGT1A1*28) é mais frequente na 
população caucasiana (79).Os estudos realizados em países europeus apresentam algumas 
diferenças quanto às frequências deste polimorfismo nessas populações: 0.34 em Espanha 
(142); 0.35 na Alemanha (143); e 0.40 na Holanda (79). Para a população portuguesa 
também já foram realizados alguns estudos tendo-se obtido uma frequência de 0.30 em 
crianças com esferocitose hereditária (110), 0.26 em indivíduos controlo (91) e 0.386 em 








Figura 10. Polimorfismos mais frequentes localizados no promotor e no exão 1 do gene UGT1A1. PBREM: 
elemento de resposta ao fenobarbital; TATA box: elemento regulador do promotor:  
 
As outras variantes são encontradas em populações geograficamente distintas. O 
polimorfismo G71R está associado com a manifestação clínica da SG na população japonesa 
e tem uma frequência de 0,13-0,23 (145), enquanto que o p.P229G (UGT1A1*27, no exão 1) 
tem uma frequência de 2,8% na população tailandesa (146). A frequência do alelo c.-
3279T>G (UGT1A1*60) é de 26,2% no Japão (147). Há outros polimorfismos que ocorrem 
com menor frequência (0,4%) como o UGT1A1*62 (F83L no exão 1) caraterístico da 
população asiática (148).  
3.3.3 Análises in silico da proteína 
Na ausência de dados cristalográficos da UGT1A1, os estudos sobre os mecanismos 
catalíticos de glucuronidação e/ou a “modelagem” molecular, têm sido realizados por 
análise in silico ou seja, por métodos computacionais que permitem utilizar a informação 
(anotação) de proteínas homólogas para inferir propriedades de outras ainda não 
analisadas. Estão descritos 3 modelos de homologia para a UGT1A1 (149-151). Os dois 
primeiros foram construídos sobre o mesmo modelo, a proteína homóloga UGT71G1 de 
Medicago truncatula, que tem a estrutura cristalográfica determinada mas carece da 
análise de algumas partes da enzima.  
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Mais recentemente, foi construído todo o modelo atómico e monomérico, da proteína 
UGT1A1 humana (151). Este modelo destaca as extensas interações entre as diferentes 
partes da enzima, propõe uma orientação no que diz respeito à ligação à membrana, sugere  
explicações moleculares de mutações patológicas e o local de ligação à BL (figura 11). De 
acordo com o mesmo, a enzima é composta por quatro domínios diferentes: dois grandes 
domínios, amina (N) e carboxílico (C), e dois mais pequenos, um constituído pelas hélices 
do "envelope" e o outro pelo segmento transmembranar, que inclui a cauda citoplasmática. 
Uma orientação possível da proteína em relação à membrana foi proposta de acordo com 
os locais de N-glicosilação e revela as extensas interações entre os vários domínios 














Figura 11. Modelos tridimensionais da UGT1A1. (A) Locais de N-glicosilação e de mutações responsáveis por 
SCN-I. O domínio N-terminal é apresentado em branco, o domínio C-terminal é exposto em verde e as hélices 
do envelope e hélice transmembranar são apresentados em azul. A molécula preenchida a cinzento, no interior, 
é o ácido glicurónico. As estruturas em rosa representam os açúcares ligados aos locais N-glicosilados (Asn295 
à direita, e à esquerda um possível local de glicosilação nas UGTs). As esferas vermelhas destacam as mutações 
associadas a SCN-I, localizadas dentro da área de 5 Å nas imediações da ligação ao ácido glicurónico, e as esferas 
laranja são locais mais afastados. (B) A bilirrubina no local ativo da UGT1A1. A imagem é vista de cima do 
domínio N-terminal, a azul está representada a segunda hélice do envelope. A histidina 39 é descrita como uma 
estrutura molecular vermelha no meio da proteína. São apresentadas duas cópias idênticas de bilirrubina em 
conformação Z mais orientadas para a loop 3 ou para a loop 5. Estão ainda representadas, por esferas vermelhas, 
no domínio N-terminal as mutações responsáveis por SCN-I. Adaptado de Liisa Laakkonen & Moshe Finel (151). 
 
Também há análises in silico que se baseiam sobretudo em programas 
bioinformáticos para prever o impacto de nsSNPs na função da proteína e a sua associação 
à hiperbilirrubinémia não conjugada. No caso do UGT1A1 foram apresentados três 
trabalhos sobre a capacidade preditiva de alguns algoritmos em prever o impacto das 
variantes neste gene. Os métodos de bioinformática constituem a primeira abordagem para 
classificar as variantes e reduzir os estudos detalhados a nível da funcionalidade da 
A        B 
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proteína. Estes métodos podem ser divididos em duas categorias principais: os baseados na 
conservação de sequência, que utilizam vários alinhamentos de sequência e incorporam  
diferentes abordagens para medir a conservação de resíduos (152) e os que combinam a 
análise da homologia das sequências com as propriedades estruturais da proteína (153) 
(154). 
Num dos estudos publicados sobre variantes na UGT1A1 fez-se a análise de mutações 
utilizando apenas dois algoritmos (155), o método sorting intolerant from tolerant (SIFT) 
e o polymorphism phenotyping (PolyPhen), obtendo-se uma taxa de predição correta de 
57.1% para o SIFT e de 66.7% para o Polyphen. Outro estudo incluiu mais 4 algoritmos e 59 
SNPs associados à SCN (156), o que permitiu a construção de um modelo matemático que 
utilizou simultaneamente o valor preditivo das ferramentas de bioinformática (157).  
 
4. Abordagem clínica  
Num adulto saudável, os valores de BL plasmática variam entre os 5 e os 17.1 μmol/L. 
Um excesso de BL no plasma sanguíneo, com valores superiores a 17.1 μmol/L (1 mg/dl), é 
uma situação clínica é de hiperbilirrubinémia (86). Quando os níveis de BL no plasma 
atingem os 3 mg/dL (51.3 μmol/L) originam um quadro clínico de icterícia. Nesta 
concentração, a BL difunde-se nos tecidos e dá origem à coloração amarelada da pele, 
mucosas e escleróticas do olho (158). Os níveis de BL no plasma são o reflexo do catabolismo 
do grupo heme, como resultado destruição dos eritrócitos (produção de BL), da capacidade 
do hepatócito para processar a bilirrubina (absorção, armazenamento e conjugação), ou 
decorrente do anormal funcionamento do sistema de drenagem biliar que transporta a bílis 
para o duodeno. Assim, dependendo da fração de bilirrubina que está predominantemente 
alterada, a hiperbilirrubinémia pode ser do tipo não conjugada ou do tipo conjugada.  
4.1 Hiperbilirrubinémia não conjugada 
As anemias hemolíticas constituem um exemplo de hiperbilirrubinémia não 
conjugada em que há uma produção aumentada de BNC (tabela 2). Resultam da diminuição 
dos eritrócitos e podem ocorrer devido a alterações nas proteínas de membrana (ex. 
esferocitose hereditária), défices enzimáticos (ex. deficiência de glicose-6-fosfato 
desidrogenass) e alterações da molécula hemoglobina (drepanocitose ou talassemias) (159). 
Outra importante causa deste tipo de hiperbilirrubinémia é a icterícia neonatal que 
pode resultar de: 1) aumento da síntese de bilirrubina, devido ao maior número de 
eritrócitos e à menor semi-vida destes nos recém-nascidos; 2) diminuição da capacidade de 
ligação e transporte da bilirrubina, pelo facto das concentrações séricas de albumina nos 
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recém-nascidos serem mais baixas; 3) captação hepática condicionada pelos níveis aos 
níveis diminuídos de ligandina; 4) aumento da absorção da bilirrubina através da circulação  
entero-hepática uma vez que o intestino do recém-nascido tem beta-glucuronidase, a 
enzima responsável pela conversão da bilirrubina conjugada em não conjugada, mais 
facilmente absorvida pela mucosa intestinal; 5) conjugação e excreção hepáticas menos 
eficazes por imaturação do fígado e dos seus sistemas enzimáticos (tabela 2). Existem vários 
tipos de icterícia neonatal, sendo a mais importante a icterícia fisiológica do recém-nascido, 
que se deve à hemólise aumentada e à imaturidade dos mecanismos de transporte e 
conjugação da BL que se verificam no período neonatal (54). 
 









































Adaptado de Burtis et al., in Fundamentos de Química Clínica 4ªEd. (160). 
 
Hiperbilirrubinémia Não Conjugada 
Produção aumentada  
Aumento da degradação do grupo heme da hemoglobina ou outras heme proteínas. 
Hemólise 
Hereditária (anemias hemolíticas congénitas) 
Adquirida 
Eritropoiese ineficaz 
Renovação rápida da massa eritrocitária do recém-nascido 
Captação diminuída pela membrana do hepatócito  
Inibição competitiva (fármacos, outras substâncias) 
Síndrome de Gilbert (OATP1B1/3) 
Sepsis 
Jejum 




Hiperbilirrubinémias hereditárias (UGT1A1) 
Síndrome de Gilbert 
Síndrome Crigler-Najjar tipo I 
Síndrome Crigler-Najjar tipo II 
Disfunção hepatocelular 
Icterícia neonatal fisiológica 
Disfunção hepatocelular 
Inibição (fármacos) 
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As síndromes de Crigler-Najjar, tipo I e tipo II, condições mais raras, são causadas 
respetivamente, pela diminuição ou ausência de atividade, da enzima UGT1A1. Estas 
patologias podem, inclusivamente, conduzir à morte (161). 
A SG, caraterizada por hiperbilirrubinémia moderada, por si só não induz um quadro 
grave, mas pode contribuir para exacerbar os efeitos de outras patologias e condicionar os 
níveis plasmáticos de bilirrubina (NPB) no adulto. Certos fármacos como a rifampicina e 
inibidores de proteases, como o indinavir, causam hiperbilirrubinémia não conjugada dado 
que diminuem a absorção hepática (86, 162).  
4.2 Hiperbilirrubinémia conjugada 
As causas principais de hiperbilirrubinémia conjugada são a colestase intra-hepática 
e obstrução do trato biliar extra-hepático (tabela 3), que impedem a BL de ser transportada 
para o intestino (163).  
 
Tabela 3. Classificação fisiológica da hiperbilirrubinémia conjugada. 
Hiperbilirrubinémia Conjugada (colestase) 
Colestase intra-hepática Obstrução extra-hepática das vias 
biliares 
Secreção Diminuída  Anomalia intra-ductal 
Doenças  Litíase 
Hepatite alcoólica  Atresia 
Hepatite viral Tumores 
Hepatite autoimune Infeções  
          Vírus da imunodeficiência adquirida 
Pós-operatório  
Sarcoidose 
         Criptosporídium  
         Citomegalovírus 
Colestase intra-hepática recorrente Colangiocarcinoma 
Colestase intra-hepática da gravidez  Constrição 
Colangite primária  
 
Nutrição parentérica Compressão externa 
Hiperbilirrubinémia hereditária Tumores 
Síndrome de Dubin-Johnson  Pancreatite 
Síndrome de Rotor Linfoma 
Obstrução intra-hepática  
Ductopenia idiopática no adulto  
Cirrose biliar primária  
Tumores  
Granulomas  
Adaptado de Winger & Michelfelder (164). 
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Os sistemas de transporte hépato-biliares são essenciais para a absorção e a excreção 
de vários compostos, incluindo ácidos biliares. A interrupção ou desregulação desta via 
excretora resulta em colestase, levando à acumulação de ácidos biliares e outros compostos 
tóxicos com a progressão da patologia hepática (165).  
A colestase induzida por inflamação é uma complicação comum em doentes com 
infeções extra-hepática ou processos inflamatórios, geralmente referidos como colestase 
associada à sepsies (165). A infeção vírica, álcoolismo e doenças autoimunes são as causas 
mais comuns de hepatite. O processo inflamatório associado, interrompe o transporte de 
BC e causa a hiperbilirrubinémia. As hepatites B e C não causam icterícia frequentemente 
durante as fases iniciais, mas podem levar a icterícia progressiva, quando a infeção crónica 
progride para cirrose hepática (163, 166). Outro exemplo deste tipo de hiperbilirrubinémia, 
é a colangite esclerosante, uma doença inflamatória crónica das vias biliares, caraterizada 
por fadiga, icterícia e prurido.  
4.3 Diagnóstico diferencial 
 Uma análise cuidada da história clínica de um doente e o exame físico são, geralmente, 
suficientes para indicarem se a origem da icterícia é hepato-biliar ou secundária à presença 
de outras doenças, como por exemplo, a hemólise ou infeção (164). 
A avaliação laboratorial poderá ser necessária no diagnóstico diferencial do tipo de 
hiperbilirrubinémia, nomeadamente, para distinguir se a origem é pré-hepática, 
hepatocelular ou obstrutiva. Para tal, são importantes as seguintes determinações 
analíticas: hemograma completo (incluindo por vezes reticulócitos e pesquisa de 
esquisócitos no esfregaço de sangue periférico), função hepática (aspartato transaminase 
(AST); alanina transaminase (ALT); fosfatase alcalina (FA); gama glutamil transferase 
(GT), proteínas totais, albumina e avaliação da coagulação (tempo de protrombina e 
tromboplastina parcial ativada) (167, 168). As frações de BT, BD e BI são primordiais para 
direcionar o diagnóstico na fase inicial (167). 
 O hemograma é essencial para detetar se há diminuição da concentração de 
hemoglobina, a contagem de reticulócitos para avaliar a atividade eritropoiética, que poderá 
aumentar em caso de aumento de distribuição eritrocitária, e análise do esfregaço 
sanguíneo para pesquisa de alterações morfológicas associadas a anemias hemolíticas.  
 Na função hepática, a ALT e a AST verificam a integridade do hepatócito (171). A ALT 
é específica do parênquima hepático e a AST é também encontrada nos rins, cérebro, tecido 
músculo-esquelético e cardíaco. A GT localiza-se nos hepatócitos e nas células epiteliais 
biliares (169) está elevada na doença pancreática, enfarte do miocárdio, insuficiência renal, 
doença pulmonar obstrutiva crónica, diabetes e alcoolismo (167). A FA está presente na 
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Figura 12. Algoritmo para uma abordagem sistemática do doente adulto com icterícia. AST: aspartato 
transaminase; ALT: alanina transaminase; FA: fosfatase alcalina; GT: gama glutamil transferase; ECO: 
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As proteínas totais, a Alb e a maioria dos fatores da coagulação são sintetizados no fígado e, 
portanto, os seus níveis plasmáticos diminuem quando há alterações na função hepática, 
que afetam a sua síntese (167). Uma análise de urina, que seja positiva para a bilirrubina 
indica a presença de hiperbilirrubinémia conjugada (167). 
Dependendo dos resultados dos testes descritos, podem ser requeridos, 
posteriormente, testes serológicos ou estudos de imagem. Nesta segunda abordagem podem 
incluir-se testes para a deteção de antigénios da hepatite A e B, antigénios nucleares, 
marcadores autoimunes e anticorpos microssomais do fígado e rim (167). 
5. Propriedades da bilirrubina 
A BL é um composto endógeno que, em determinadas concentrações, pode ser tóxico, 
especialmente no período neonatal (171). Porém, há diversos estudos que têm reconhecido 
a sua forte capacidade antioxidante, tanto em níveis fisiológicos como em níveis 
moderadamente elevados (ex. Síndrome de Gilbert) com efeitos positivos para a saúde.  
5.1 Efeito protetor 
A capacidade antioxidante da BL foi demonstrada pela primeira vez por Stoker em 
1987 (172). Em 1994, Schwertner e colaboradores mostraram que os níveis plasmáticos de 
bilirrubina estavam inversamente relacionados com a presença de doença arterial coronária 
(DAC) e foi sugerido que poderia atuar como fator protetor para as doenças 
cardiovasculares e outras patologias relacionadas com stress oxidativo (173). As duas 
abordagens desenvolvidas até hoje englobam por um lado, estudos de 
bioquímicos/moleculares, no sentido de perceber qual o mecanismos pelo qual a BL exerce 
o seu efeito protetor e, por outro, estudos epidemiológicos que pretendem estabelecer a 
associação entre o risco de doença e os níveis de BL. 
5.1.1 Mecanismos bioquímicos/moleculares 
Está bem estabelecido que espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies reativas de 
nitrogénio (NOS) e outros radicais contribuem para o desenvolvimento de várias patologias 
relacionadas com o envelhecimento através da indução de stress oxidativo. O stress 
oxidativo é definido como uma perturbação no equilíbrio entre substâncias pró-oxidantes e 
substâncias antioxidantes que conduz a alterações oxidativas nos lipídios, proteínas e ácidos 
nucleicos (174). Este desequilíbrio pode resultar de baixos níveis de antioxidantes e/ou de 
um aumento da produção de espécies reativas (175).  
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A maioria dos trabalhos realizados para compreender o potencial efeito protetor da 
BL incide sobre os mecanismos de proteção da BL na aterosclerose (176) (figura 13). A 
aterosclerose é um processo inflamatório, no qual a deposição de lípidos na parede arterial, 
resultante de níveis elevados de colesterol circulante, constitui um passo importante para 
início da lesão. A BL, como antioxidante plasmático, reduz a formação de LDL-C oxidada, 
importante na iniciação e progressão do processo aterogénico (177, 178), inibindo a 
quimiotaxia dos monócitos e atenuando a expressão de moléculas de adesão em células 
endoteliais (179). As partículas LDL-C infiltram-se no tecido endotelial, na matriz 
extracelular dos vasos arterias onde se tornam alvo de ataque oxidativo e enzimático (180). 
Os fosfolipídios, resultantes desta modificação das LDL-C, podem ativar as células 
endoteliais para expressar vários tipos de moléculas de adesão leucocitária (181). Os 
monócitos circulantes aderem ao endotélio, migram para a túnica íntima subjacente, em 
resposta a quimiocinas, como a proteína quimiotáxica do monócito (MCP-1) (182). Os 
monócitos são induzidos a diferenciarem-se em macrófagos (183), processo associado à 
regulação de receptores do tipo scavenger e aos Toll-like (184), que medeiam fagocitose das 
partículas LDL-C oxidadas pelos macrófagos, que leva à formação de células esponjosas 

















Figura 13. Mecanismos que podem explicar o papel protetor de bilirrubina na progressão e inibição do processo  
aterosclerótico. A oxidação das LDL-C e ROS estão ligados à progressão da aterosclerose. A BL tem propriedades 
antioxidantes, inibe a quimiotaxia de monócitos, atenua a expressão de moléculas de adesão em células 
endoteliais, melhora a função endotelial e inibe a proliferação de VSMCs. As propriedades da BL nos processos 
ateroscleróticas estão indicadas como setas azuis pontilhadas. LDL-C: lipoproteína de baixa densidade; MCP-1: 
proteína quimiotáxica do monócito; ROS: espécies reativas de oxigénio; VSMC: células de músculo liso vascular. 
Adaptado de Kang et al. (176). 
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Os receptores Toll-like dão início às cascatas de sinalização que levam à ativação 
inflamatória, p0dendo causar a libertação de moléculas vasoativas como óxido nítrico, 
endotelinas e vários eicosanóides (184).  
As propriedades anti-inflamatórias da BL foram demonstradas pela capacidade em 
inibir o fator de necrose tumoral  (TNF-α), responsável pela indução da expressão de 
moléculas de adesão (185). Num estudo que avaliou a redução da incidência de doença 
cardiovascular em portadores da síndrome de Gilbert verificou-se uma associação negativa 
entre os NPB e os valores de formas solúveis do ligando CD40 e P-selectina, dois marcadores 
do processo inflamatório e de ativação a aterosclerose (186). Outros trabalhos mostraram 
que a BL reduzia a proliferação das células endoteliais através da inibição de vias 
metabólicas relacionadas com o crescimento celular, como por exemplo a fosforilação da 
p38 MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) (187, 188).  
As propriedades da BL como antioxidante foram comprovadas no modelo animal de 
rato Gunn, com uma deficiência autossómica recessiva da enzima UGT1A1 e, portanto, com 
hiperbilirrubinémia. Os animais homozigotos eram hiperbilirrubinémicos e os 
heterozigóticos apresentavam níveis normais de BL (189). A utilização deste mesmo modelo 
animal mostrou, in vivo, que a bilirrubina sérica exercia um efeito protetor contra os danos 
oxidativos durante os primeiros dias de vida em ratos Gunn expostos a hipoxia e com 
icterícia neonatal (85). Também se verificou noutro estudo, que a BL, in vitro, podia ter 
uma ação inibidora da peroxidação lipídica nos eritrócitos do cordão umbilical (190).  
Outro efeito protetor da bilirrubina é a sua atividade anti-carcinogénica (191), como 
se verificou em células Caco2 (células epiteliais humanas de adenocarcinoma colorectal) e 
HepG2 (células hepáticas), onde a adição de compostos tetraprirrólicos, como a 
protoporfirina, urobilina ou estercobilina, induzia lesões no DNA e a apoptose de células 
tumorais (191).  
A albumina é outro importante antioxidante do plasma e contribui em cerca de 70%, 
na eliminação de radicais livres, devido ao seu grupo tiol e à sua elevada concentração 
plasmática (192). A atividade antioxidante indireta da albumina parece deocorrer da sua 
capacidade para transportar a BL, que se liga com alta afinidade à Alb no resíduo de lisina 
(p.L240) (193). Além disso, como ligando do radical de cobre (CuII) com a Alb previne a 
formação de ROS induzida por este metal (194). Vários estudos populacionais de meta-
análise sobre a Alb e doença arterial coronária mostraram uma associação inversa entre a 
concentração de albumina no plasma e o risco para a DAC (195) e a mortalidade (196). A 
Alb transporta ainda os ácidos gordos livres na circulação sanguínea e, pensa-se que o 
complexo BL-Alb tenha uma ação sinérgica para evitar a oxidação desses ácidos gordos, 
inibindo o início da peroxidação lipídica (197). Também se verificou que este complexo 
protegia o -tocoferol celular dos danos provocados pelos radicas peróxido (198). A 
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bilirrubina- ou seja, a BL covalentemente ligada à Alb, obtida sinteticamente, parece 
prolongar a sobrevivência dos miócitos ventriculares humanos contra radicais livres (199).  
5.1.2 Estudos epidemiológicos e clínicos 
Atualmente há vários estudos que estabeleceram uma associação entre baixos NPB e 
a presença e gravidade de doenças cardiovasculares (200, 201) e com as respetivas  
comorbilidades, como, por exemplo, a diabetes mellitus tipo 2 (202), hipertensão síndrome 
metabólica (203), doença renal crónica (204) e albuminúria (205). A tabela 4 apresenta 
uma revisão da bibliografia sobre a associação de baixos níveis de NPB com o risco ou a 
presença de várias patologias. Verifica-se que existem muitos estudos transversais e 
longitudinais sobre a associação dos níveis de BL com diferentes patologias, a maior parte 
está relacionada com doenças cardiovasculares. Foi observada associação com outras 
situações patológicas cuja fisiopatologia também está relacionada com stress oxidativo, 
como a artrite reumatóide (206), esclerose múltipla (207), cancro (208, 209) e mortalidade 
em geral (61). Do mesmo modo, foi feita a análise da relação entre os NPB e outros fatores 
de risco para estas doenças crónicas, como por exemplo perfil lipídico (210, 211), índices 
antropométricos (212, 213) e proteína C reativa (214).  
Muitos dos estudos apresentados foram realizados em amostras que incluíam 
indivíduos com a SG, caracterizada por hiperbilirrubinémia moderada, e têm servido como 
modelo para pesquisar os pretensos benefícios de NPB mais elevados (215). Como o 
polimorfismo c.-41_-40dupTA, em homozigotia, é considerado a principal causa de SG, 
muitos trabalhos de investigação são realizados com base na associação do genótipo e a 
presença de doença ou com os seus fatores de risco (211, 216).  
Em vários estudos epidemiológicos foi identificada uma associação negativa entre o 
índice de massa corporal (IMC) e a concentração da BL (66, 203, 217, 218). Foi observada 
uma associação positiva entre a concentração de HDL-C e a BL plasmática, enquanto que 
com as outras frações de colesterol, não-HDL-C, se verificou uma associação inversa (219). 
A baixa incidência de DCV em pessoas com elevadas concentrações de BNC foi, 
inicialmente, atribuída apenas à capacidade antioxidante da BL. Estas observações sugerem 
que a BL é também um agente hipolipidémico fisiológico que protege contra doenças 
cardiovasculares (201). 
Como a produção de BL é dependente da atividade da enzima HO, tem sido sugerido 
que esta enzima possa constituir um potencial alvo terapêutico em doenças 
vasculares(220). Por exemplo, a isoforma indutível, HO-1, desempenha um papel na 
reparação vascular, aumentando a circulação de células progenitoras endoteliais (221).   
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Tabela 4. Associação dos NPB e o risco para várias doenças. 
Autor/ 








Associação de elevadas 
concentrações de BL  





Baixa prevalência de DIC em 
indivíduos SG  
SG com maior capacidade 
antioxidante no plasma, diminui 
o risco de DIC. 
 













Homozigotia para o 
polimorfismo UGT1A1*28 








Relação dos marcadores 
de aterosclerose DILA e 







Níveis de BL inversamente 
correlacionados com o valor dos 
dois marcadores de 
aterosclerose. 
 











O efeito anti-aterogénico 
protetor da BL potencializado 
pela baixa ocorrência de 
lipoproteína VLDL-C nos 
doentes SG. 
 




Marcadores de stress 






Indivíduos com SG têm um 
status antioxidante aumentado 
melhor resistência à oxidação no 
plasma  
Reduzida prevalência de DCV 
 




Associação da BL e 





idade e IMC 
comparáveis 
 
Proteção da BL a contra a 
aterosclerose.  
Redução dos grupos tiol e 
oxidação de lipoproteínas 
Redução das concentrações de 
LDL-C circulantes. 
 




Concentração de BL  
e prognóstico de 





Valores elevado de BL 
correlacionados negativamente 
com a gravidade de DRC. 
 




Risco para  
Síndrome Metabólica  
 
12342 adultos  
 
 
NPB negativamente associados a 
SM em indivíduos sem doenças 
metabólicas / cardiovasculares  
 










Aumento das frações de BD e BI 
estão associadas a níveis mais 
baixos de PCR (marcador de 
inflamação). 
 





Associação da BL e risco 
para DAC em homens de 
meia-idade. 
 





Baixos NPB: marcador de 
risco de DAC; a relação entre 
as duas variáveis em forma de 
U. 
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Tabela 4. Associação dos NPB e o risco para várias doenças (continuação). 
BL: bilirrubina; NPB: níveis plasmáticos de BL; DCV: doença cardiovascular; DILA: dilatação fluxo-mediada da 
artéria braquial; ECMI: espessamento do complexo médio-intimal; DIC: doença isquémica do coração; DRC: 
doença renal crónica; HIN: health improvement network; IMC: índice de massa corporal; NHANES: national 
health and nutrition examination survey: PCR proteína C reativa; PRIME: prospective epidemiological study 




Tipo de Estudo  Amostra 
       Efeito observado/ 
Conclusões 
 








438 tiveram AVC 
(coorte NHANES) 
 
Elevado NPB estão 
associados a uma menor 
prevalência de AVC. 
 
Andersson et al. (66) 
 
Longitudinal 
Efeito agudo de 
perda de peso 
sobre os NPB em 
doentes cardíacos 





A perda de peso, a curto 
prazo, aumentar os níveis 
de BL, que variam 
linearmente com a 
alteração do peso. 
 












NPB mais elevados 
parecem estar associados 
a baixas concentrações 
de LCD40L e PCR.  
 
 




Variação da BL de 
acordo com o sexo, 








Correlação inversa entre 
a concentração de BL e a 
presença de cancro colo-
retal  
 





UGT1A1*28 com o 






A presença do alelo [TA]6 
(menores NPB) está 
associado a um maior 
risco do cancro da cabeça 
e do pescoço 
 












NPB mais elevados 
associados a menor 
incidência de diabetes 
mellitus tipo 2 
 












Valores mais elevados de 
BL estão associados a 
menor incidência de 
artrite reumatoide. 
 





Relação entre a 
esclerose múltipla 









valores mais baixos de 
BL nos indivíduos com 
esclerose múltipla. 
 
















NPB relativamente mais 
elevados foram 
associados a um risco 
menor para doenças 
respiratórias e 
mortalidade em geral 
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Mais recentemente, utilizando como modelo animal de rato, verificou-se que a 
administração exógena de BL impedia a oxidação da cardiolipina e diminuía a extensão do 
enfarte do miocárdio durante a isquemia (230). Estes dados apontam para a oportunidade 
de delinear novos tratamentos para estas doenças. 
 
5.2 Toxicidade da bilirrubina 
São bem conhecidas as consequências de elevados níveis plasmáticos de BL circulante 
no recém-nascido (171, 231), nomeadamente na encefalopatia bilirrubínica (kernicterus) 
em que a bilirrubina é citotóxica. Apesar de se ter verificado que níveis normais da BNC 
conferem proteção contra danos oxidativos no cérebro (232), a sua elevada concentração 
pode causar alterações neurológicas e, inclusivamente, provocar a morte (171, 231). Para 
compreender os eventuais mecanismos da toxicidade da BL no cérebro e noutros tecidos 
foram realizados vários trabalhos experimentais em modelos animais e estudos in vitro. A 
célula neuronal e o eritrócito são modelos muito utilizados nestes estudos. Os primeiros 
trabalhos realizados indicaram como mecanismo básico, subjacente à toxicidade da BL, a 
inibição da fosforilação oxidativa (171). Verificou-se que a BL provocava a morte por 
apoptose nas células endoteliais microvasculares cerebrais de bovino, através da indução 
de marcadores apoptóticos, como a fragmentação de DNA e a clivagem da PARP (poly ADP 
ribose polymerase) (233). Rodrigues e colaboradores (234), demonstraram que a morte de 
neurónios cultivados na presença de BL, ocorria através de um mecanismo apoptótico, 
mediado pela mitocôndria, com perda de assimetria dos fosfolípidos. Mais recentemente, o 
mesmo grupo de trabalho verificou que a BL inibia seletivamente a atividade da citocromo 
c oxidase e induzia a apoptose em neurónios corticais imaturos (235). Tal como se observou 
para o seu efeito antioxidante, a toxicidade da BL ocorre a concentrações muito pequenas, 
na ordem dos micromoles (171). Os estudos sobre a toxicidade da BL foram também 
realizados em eritrócitos devido à sua acessibilidade, ausência de organelos intracelulares e 
as semelhanças de alguns componentes de membrana com outros tipos de células (236).  
Dada esta dualidade da BL, pretendeu-se determinar a concentração a partir da qual 
a BL seria tóxica. A BL, em concentrações fisiológicas, protege os eritrócitos dos recém-
nascidos contra o stress oxidativo, na presença de concentrações normais de Alb (237). Mas 
quando o valor de BL atinge os 30 mg/dL e a razão molar de BNC /albumina (BL/Alb) 
excede o valor de 1.0, há uma elevada toxicidade associada, dado que, nestas condições, 
aumenta a fração de BL livre, fração que pode facilmente inserir-se nas células e causar 
toxicidade (238). Uma revisão bibliográfica sobre a toxicidade da BNC no eritrócito mostrou 
que: a ligação da BNC aos eritrócitos humanos, durante a icterícia neonatal, provocava 
toxicidade; os eritrócitos neonatais eram mais propensos à toxicidade induzida por BNC do 
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que os eritrócitos de adultos; a BNC aumentava a formação de vesículas intracelulares em 
eritrócitos neonatais; a BNC lesava as propriedades dinâmicas da membrana, havendo um 
agravamento em condições de acidose (239). 
Tal como se observa na toxicidade induzida pela elevada concentração de BL, que 
promove alterações na dinâmica da membrana do eritrócito, também há outras substâncias 
que podem induzir este tipo de perturbações. As modificações moleculares subjacentes à 
“desorganização” da membrana celular do eritrócito, na presença de substâncias tóxicas 
(240, 241), têm sido avaliadas através de estudos na proteína da banda 3, uma proteína 
transmembranar, que atua como trocador aniónico e constitui um elemento chave na 
manutenção da integridade da membrana (242). Apresenta um domínio externo, 
enriquecido em cadeias glicosil que, provavelmente, permite que a proteína seja 
reconhecida como um antigénio específico (242). Esta proteína, quer por clivagem 
proteolítica, agregação ou exposição de epítopos invulgares, induz a ligação de anticorpos 
naturais anti-banda 3 que desencadeiam ativação do sistema complemento (marcando a 
célula para morte), seguindo-se a opsonização e o reconhecimento final pelos macrófagos 
(243). A proteína banda 3 é, por isso, conhecida como neoantigénio de senescência. 
Em eritrócitos humanos, a atividade de fosforilação da tirosina (P-tyr) de proteínas 
da membrana envolve principalmente a proteína banda 3 (244). Tem sido sugerido que a 
análise da atividade P-tyr possa servir como marcador do status da membrana em situações 
de toxicidade causadas pelo fármaco dapsona (240). Nestes trabalhos também foram 
analisadas as alterações moleculares na banda 3 (90, 240), os agregados de alto peso 
molecular e as formas monoméricas ou fragmentos proteolític0s, que são marcadores 
utilizados para estudar o dano oxidativo no eritrócito (245). A proteína banda 3 pode 
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A constatação de que a bilirrubina tem actividade antioxidante, assim como anti-
inflamatória e anti-carcinogénica, veio enfatizar a importância de avaliar os fatores que 
possam modular os seus níveis plasmáticos, tanto na população em geral como em 
indivíduos com SG. Há vários fatores que se sabe terem influência nos níveis plasmáticos 
de bilirrubina, designadamente genéticos e não genéticos. Deste modo, o objetivo deste 
estudo foi analisar a contribuição de variáveis ambientais e das alterações no gene UGT1A1 
(região reguladora e codificante) na modificação dos níveis plasmáticos de bilirrubina 
(artigo 1 e 2): 
 
Artigo 1: Bilirubin is mainly dependent on UGT1A1 polymorphisms, hemoglobin, fasting time 
and body mass index. Am J Med Sci 343(2):114-8; 2012. 
 
Artigo 2: Impact of UGT1A1 gene variants on total bilirubin levels in Gilbert Syndrome patients 
and in healthy subjects. Blood Cells Mol Dis. 2012; 48(3):166-72; 2012. 
 
 
Durante muitos anos a bilirrubina foi considerada apenas um produto de excreção, 
sem qualquer significado biológico. No entanto, no final da década de 80 foi comprovada a 
capacidade antioxidante da bilirrubina e, no início da década de 90, foi demonstrado que os 
níveis plasmáticos de bilirrubina estavam inversamente relacionados com o risco de doença 
arterial coronária. Estes conhecimentos justificaram o desenvolvimento de vários trabalhos 
que apontam para o efeito protetor da bilirrubina nas doenças cardiovasculares e noutras 
patologias associadas com stress oxidativo. Assim, foi também objetivo deste trabalho 
confirmar o potencial antioxidante da bilirrubina, através da avaliação do impacto de níveis 
de bilirrubina ligeiramente aumentados, presente em indivíduos homozigóticos e 
heterozigóticos para a duplicação TA no promotor do gene UGT1A1, em diferentes 
marcadores sanguíneos de stress oxidativo, nomeadamente, utilizando o eritrócito como 
modelo de acumulação de danos oxidativos e quantificação de alguns parâmetros 
plasmáticos. Os resultados obtidos estão descritos no artigo 3: 
 
Artigo 3: Bilirubin levels and redox status in a young healthy population. Acta Hematol 
130:57-60; 2013. 
 
Os estudos genéticos efetuados permitiram identificar 9 nsSNPs no gene UGT1A1, 2 
já descritos na literatura e 7 detetados pela primeira vez neste estudo. Para avaliar a 
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bioinformáticas que têm a capacidade de predizer o fenótipo das novas variantes sem 
estudos funcionais. Os resultados obtidos são descritos no artigo 4: 
 
Artigo 4: Performance of in silico tools for evaluating UGT1A1 missense variants 






























































Bilirubin Dependence on UGT1A1 Polymorphisms,
Hemoglobin, Fasting Time and Body Mass Index
Carina Rodrigues, MSC, Elísio Costa, PhD, Emília Vieira, MSC, Joa˜o De Carvalho, MD,
Rosa´rio Santos, MSC, Petronila Rocha-Pereira, PhD, Alice Santos-Silva, PhD
and Elsa Bronze-da-Rocha, PhD
Abstract: In humans, bilirubin levels are influenced by different
factors. This study evaluates how several nongenetic causes and the
genetic UGT1A1 polymorphisms contribute for bilirubin levels, in a
cohort of 146 young Caucasian females. Hematological data, bilirubin,
screening of TA duplication in the UGT1A1 gene, body mass index
(BMI) and body fat were determined. A questionnaire about fasting
time, smoking habits, oral contraceptive therapy, caloric intake and
physical activity was done. Participants were divided according to the
tertiles of bilirubin. Subjects from the second and third tertile had
significant rises in hemoglobin (Hb), hematocrit, mean cell Hb and
mean cell Hb concentration, and a significant increased frequency for
the c.41 40dupTA allele in homozygosity, when compared to the
first tertile. Red blood cell count was significantly increased in the third
tertile. Results showed that the c.41 40dupTA allele (genetic), Hb,
BMI and fasting time (nongenetic) were the main factors associated
bilirubin levels.
Key Indexing Terms: Bilirubin levels; UGT1A1; Genetic and nonge-
netic factors; Hemoglobin; Gilbert’s syndrome. [Am J Med Sci 2012;
343(2):114–118.]
Bilirubin is the main metabolic end product of heme break-down, and it is a key marker of liver and hematologic
disorders. Bilirubin itself is a water-insoluble compound that
requires glucuronidation by a microsomal enzyme, the uridine
diphosphate glucuronosyltransferase (UGT1A1), to be ex-
creted.1 UGT1A1 has other endogenous and exogenous sub-
strates, apart from bilirubin, and is implicated in several pro-
cesses, such as estradiol metabolism and detoxification of
potential carcinogens and mutagens.2,3 Changes in UGT1A1
activity are therefore able to modify water-soluble bilirubin
glucuronidation, drug metabolism.
The UGT1A1 gene locus has many variants, and geno-
typing data describe 100 single-nucleotide polymorphisms
within the UGT1A1 gene promoter and coding sequences.2,3
Wild-type activity is associated with 6 TA repeats in TATA
box region of the gene, and the UGT1A1 gene expression
decreases with increasing number of TA repeats. Moderate to
severe unconjugated hyperbilirubinemia results from a severe
reduction or from the absence of UGT1A1 activity, occurring
in the Crigler-Najjar syndrome type I and type II, respectively,
whereas a mild hyperbilirubinemia occurs in the Gilbert’s
syndrome (GS).4 Homozygosity for the c.-41_-40dupTA allele
is the most common cause for the GS.5 Statistics based on
incidence and genotype frequencies provided evidence that
other inherited and/or acquired factors affect the bilirubin
metabolism; however, the UGT1A1 gene is known as the major
factor.6
Bilirubin levels present slight daily changes, increasing
during fasting and in adolescence. A slight increase in bilirubin
concentration has been reported also during physical exercise,
stress or menstruation.7 The activity of UGT1A1 can also be
enhanced with alcohol intake and by some drugs,8–12 or it can
be down-regulated during infection and inflammation.12–14
Bilirubin in high concentrations is a dangerous me-
tabolite for human health, namely, in newborns that are
susceptible to toxicity from unconjugated bilirubin, leading
to Kernicterus if it is not immediately treated.15 Recent
evidences suggest that mild bilirubin levels are strong phys-
iologic antioxidants that may give protection against athero-
sclerosis, coronary heart disease and inflammation, all
known as oxidative stress conditions.16,17
In addition to the referred genetic background that reg-
ulates serum bilirubin levels, there are other genetic and non-
genetic factors that may contribute for bilirubin concentration.
Because hemoglobin (Hb) degradation is the main source of
bilirubin, it is possible that individual differences in bilirubin
concentrations could be due, mainly, to differences in Hb
concentration. Indeed, it was, recently, described that an in-
crease in red cell mass, probably, plays a crucial role in
hyperbilirubinemia levels, because they would increase to un-
expected higher values in case of GS,18 eventually triggering
the clinical manifestation of the disease or its worsening.
The aim of this study was to evaluate the influence of Hb
concentration and of several nongenetic factors, such as smok-
ing status, alcohol intake, physical activity, oral contraceptive
therapy, fasting time and caloric intake, and the genetic con-
tribution of UGT1A1 polymorphisms for the bilirubin levels, by
performing a cohort study in young Portuguese women.
MATERIALS AND METHODS
Subjects
We studied a group of 146 randomly selected young
white female students (20.7  2.6 years old) from the north of
Portugal. All participants gave their informed consent to par-
ticipate in this study, and those with liver and/or hematologic
disorders, chronic or acute infection, under medication, other
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than contraceptives and with a history of malignancy were
excluded from the study.
All participants were asked to respond to a question-
naire, including questions about fasting time, smoking habits
and oral contraceptive therapy. To assess physical activity, we
applied the Short Form of the International Physical Activity
Questionnaire.19 Body weight and height were determined by
standard anthropometric techniques. Body mass index (BMI)
was calculated according to World Health Organization recom-
mendations. Body fat measurement was performed by a bioel-
ectrical impedance system (Model BC532; TANITA, Tokyo).
Samples and Measurements
Blood samples were collected (ethylenediaminetetraacetic
acid as anticoagulant) to obtain whole blood, plasma and buffy
coat for DNA extraction. Plasma samples were aliquoted and
stored at 70°C, until assayed.
Red blood cell count, total and differential white
blood cell count, Hb concentration, hematocrit (Ht) and
hematologic indices [mean cell volume, mean cell Hb
(MCH), mean cell Hb concentration (MCHC) and red cell
distribution width] were measured by using an automatic
blood cell counter (ABX Micros 60-OT; Horiva-ABX,
France). Plasmatic total bilirubin concentration was deter-
mined using a colorimetric method (diazotized sulfanilic
acid reaction; Roche Diagnostics Co., IN).
Genotype Determination
All participants were screened for the presence of the TA
duplication in the TATA box region of the UGT1A1 gene. This
TATA box region was analyzed by polymerase chain reaction
(PCR) amplification, using the primers previously described by
Bancroft et al,20 with the introduction of a fluorochrome label
in the reverse primer, for subsequent analysis by automated
capillary electrophoresis. In brief, genomic DNA was extracted
from blood samples by using the standard salting out method.
The TATA box region of UGT1A1 gene was analyzed by PCR
amplification. For the reaction mixture, we used the PCR
Master Mix (Promega, Madison, WI). To 25 L of this mixture
(with dNTPs, DNA Taq polymerase and MgCl2) was added 1
L of each primer (10 pmol/L), 1 L of genomic DNA (100
ng/L) and water, for a final volume of 50 L. The protocol of
cycling was performed on a DNA thermocycler GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA). The first
step of denaturation at 95°C for 10 minutes was followed by 35
cycles of denaturation at 95°C for 1 minute, annealing at 58°C
for 45 seconds and extension at 72°C for 1 minute; and a final
extension at 72°C for 10 minutes was performed. After PCR, 1
L of the products was separated by automated capillary
electrophoresis (ABI Prism 3130xl Genetic Analyser; Applied
Biosystems) and analyzed by GeneScan software v3.7 along
with the molecular weight marker GeneScan ROX–500 Size
Standard (Applied Biosystems).
Statistical Analysis
For statistical analysis, we used the Statistical Package
for Social Sciences (SPSS; version 17.0, Chicago, IL). Kolm-
ogorov-Smirnov statistics were applied to evaluate sample
normality distribution. Continuous variables without normal
distribution were log transformed. The participants were di-
vided by tertiles of total bilirubin, and multiple comparisons
between the obtained groups were performed by 1-way analysis
of variance, supplemented with Tukey’s Honestly Significant
Difference post hoc test. For categorical variables, we used 2
test or Fisher’s exact test to compare groups. Pearson correla-
tion coefficient was applied to evaluate relationships between
sets of data. Multiple-regression analysis (stepwise method)
was used to find independent variables associated with total
bilirubin levels. The genotype of the TATA box polymorphism
was coded using 2 dummy variables, one to compare the
homozygous for the wild-type allele (reference category) with
heterozygous for the c.-41_-40dupTA, and the other to com-
pare the wild-type allele with homozygous for c.-41_-
40dupTA. A P value of 0.05 was considered statistically
significant.
RESULTS
To analyze the contribution of Hb and other factors to
the bilirubin blood levels, we divided our population of young
female participants into 3 groups, according to the tertiles of
total bilirubin concentration, the first group 6 mol/L, the
second group between 6 and 9 mol/L and the third group 9
mol/L.
No differences were observed between the 3 groups
when comparing the age of the participants (Table 1). The
hematologic studies showed that subjects from the second and
third tertile had significantly higher Hb concentration, Ht,
MCH and MCHC and lower platelet counts compared with
those in the first tertile (Table 1). The subjects from the third
tertile maintained the same significant changes, and a signifi-
cant increase in red blood cell count, compared with the first
tertile values. No changes were observed between the second
and the third tertile despite the increasing bilirubin concentra-
tion. No significant differences were found between groups for
total and differential white blood cell counts (Table 1).
The frequency for the c.-41_-40dupTA allele in homozy-
gosity increased from the first to the third tertile because a
significant increase was observed between the first and the
second tertile, and the frequency for the latter was significantly
lower than that observed for the third tertile (Table 1). Allele
frequencies of 0.31 for c.-41_-40dupTA allele and of 0.69 for
normal allele were obtained in all population, which are in
Hardy-Weinberg equilibrium (2 test; P  0.029). Moreover,
when compared, total bilirubin concentration, according to
UGT1A1 genotype, a significant and progressive increase
was observed, from the []  [] to the homozygous
c.-41_-40dupTA allele (Figure 1).
No significant differences were observed between the 3
tertile groups of bilirubin concentration, when considering
physical activity, smoking habits, oral contraceptive therapy,
body fat, alcohol ingestion and fasting time. However, a sig-
nificant decrease in BMI was observed in the third tertile
compared with the first tertile (P  0.009; Table 2).
Significant positive correlations were found between
total bilirubin concentration and Hb (r  0.336; P  0.0001),
Ht (r  0.244; P  0.003), MCH (r  0,276; P  0.001) and
MCHC (r  0.326; P  0.0001).
Multiple linear regression analyses showed that the
TATA box gene polymorphism, Hb, BMI and fasting time
account for approximately 44% of the variation in serum total
bilirubin levels (adjusted R2  0.439; P  0.0001). The model
identified the c.-41_-40dupTA allele as the main contributor for
total bilirubin variation (  0.481, P  0.0001 when in
homozygosity;  0.381, P 0.0001 when in heterozygosity),
followed by Hb (  0.297, P  0.0001), fasting hours ( 
0.292, P  0.0001) and BMI (  0.235, P  0.004).
DISCUSSION
Several studies aimed to clarify the influence of genetic
and nongenetic factors in bilirubin levels.2,3,21–27 Most of them
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focused only on genetic or nongenetic factors and included
individuals of both sex and with a wide range of ages. In this
work, we analyzed a cohort of young women with narrow age
range to eliminate the potential interference of age and sex.
Our results showed that TA duplication in the promoter
region of UGT1A1 gene, Hb concentration, fasting time and
BMI are the main determinants of bilirubin levels.
According to bilirubin tertiles, our population showed an
increase in bilirubin concentration that follows the genetic
polymorphism present at the promoter region of the UGT1A1
gene. In fact, we found a higher prevalence of c.-41_-40dupTA
allele in subjects with the highest bilirubin concentrations.
Moreover, when the population was stratified by UGT1A1
genotype, we found significant differences for bilirubin levels
between the 3 different genotypes (Figure 1), showing a strong
association between higher bilirubin levels and the presence of
TA duplication in the promoter region of UGT1A1 gene. This
finding is in accordance with published data that defined the
c.-41_-40dupTA allele as the most important cause of hyper-
bilirubinemia in white population.6,27
Because most of plasma bilirubin results from the catab-
olism of Hb in the macrophages from the reticuloendothelial
system, it is expected that bilirubin concentration will increase
as Hb concentration increases. Our results showed that Hb,
MCH and MCHC were increased in women with bilirubin
levels 6 mol/L (second and third tertile). Moreover, we
found positive and significant correlations between bilirubin
levels and Hb, Ht, MCH and MCHC. These results strongly
suggest that red cell mass and Hb concentration are associated
with interindividual variations in bilirubin levels. This finding
was previously reported in a study with patients with GS18; our
study reports for the first time, in a young female population, an
increase in Hb concentration that follows bilirubin levels (bil-
irubin 6 mol/L). We also found lower platelet counts in
subjects with bilirubin levels higher than 6 mol/L. Low Hb
TABLE 1. Hematologic data, bilirubin levels and UGT1A1 genotype distribution by tertiles of total bilirubin in all population
Participants
(n  146)
Tertiles of total bilirubin levels (mol/L)
T1 (<6.0, n  49) T2 (6.0–9.2, n  49) T3 (>9.2, n  48) Pa
Age (yr) 20.5 (2.3) 20.9 (2.8) 20.3 (2.1) 20.4 (2.0) 0.332
Blood count
RBC (1012/L) 4.6 (0.3) 4.5 (0.2) 4.6 (0.3) 4.7 (0.3)b 0.149
Hemoglobin (g/dL) 13.6 (1.1) 13.0 (1.1) 13.8 (1.0)b 13.9 (1.0)b <0.0001
Hematocrit (%) 40.7 (2.4) 39.8 (2.5) 41.1 (2.2)b 41.3 (2.4)b 0.005
MCV (fL) 88.4 (3.9) 87.6 (4.1) 88.8 (4.1) 88.8 (3.5) 0.231
MCH (pg) 29.4 (1.7) 28.7 (1.8) 29.8 (1.7)b 29.9 (1.4)b 0.001
MCHC (g/L) 33.3 (1.1) 32.8 (1.0) 33.5 (1.1)b 33.7 (1.1)b <0.0001
RDW-CV (%) 12.9 (0.9) 13.1 (0.9) 12.8 (0.8) 12.7 (0.9) 0.341
WBC (109/L) 6.4 (1.3) 6.5 (1.3) 6.6 (1.3) 6.3 (1.6) 0.390
Neutrophil (109/L) 3.4 (1.4) 3.5 (1.4) 3.4 (1.5) 3.2 (1.4) 0.493
Eosinophil (109/L) 0.13 (0.5) 0.12 (0.5) 0.15 (0.5) 0.12 (0.5) 0.377
Basophil (109/L) 0.03 (0.06) 0.02 (0.06) 0.03 (0.05) 0.02 (0.06) 0.075
Monocyte (109/L) 0.4 (0.2) 0.4 (0.1) 0.5 (0.3) 0.4 (0.1) 0.085
Lymphocyte (109/L) 2.4 (0.7) 2.3 (0.6) 2.5 (0.7) 2.3 (0.8) 0.606
Platelets (109/L) 248 (56.9) 267.9 (62.7) 242.9 (54.4)b 234.4 (48.4)b 0.019
TA duplication in UGT1A1 gene
	  	 %, (n)	 48.8 (71) 67.3 (33) 53.1 (26)b 25.0 (12)b,c
	  c.-41_-40dupTA	 %, (n)	 40.8 (59) 33.3 (16) 43.1 (21)b 45.8 (22)b <0.0001
c.-41_-40dupTA %, (n)	 10.9 (16) 0.0 (0) 3.9 (2)b 29.2 (14)b,c
In bold are the values with P  0.05 and considered statistically significant.
Data are presented as mean (standard deviation) for continuous variables and as percentage (number) for categorical variables.
a P value for 1-way analysis of variance or 2 tests.
b P  0.05 vs. T1.
c P  0.05 vs. T2.
RBC, red blood cells; WBC, white blood cells; MCV, mean cell volume; MCH, mean cell hemoglobin; MCHC, mean cell hemoglobin
concentration; RDW-CV, coefficient of variation of the red cell width.
FIGURE 1. Total bilirubin plasma levels according to UGT1A1
genotype.
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concentration has been associated with an increased risk for
cardiovascular disease events and mortality in patients with
end-stage renal disease,28 and to heart failure29 in the general
population.30 We doubt whether lower levels of bilirubin
that probably occur in these cases represent an additional
risk, because bilirubin may have an important role in the
prevention of cardiovascular diseases,31,32 as a result of its
antioxidant effect.31
We also found that fasting time is an independent vari-
able associated with total bilirubin concentration. This associ-
ation has been previously reported in subjects who were not
stratified according to UGT1A1 genotype.24,25 The increase of
bilirubin levels with fasting time seems to result from a de-
crease of the intestinal motility and elimination of bile pig-
ments, causing bilirubin accumulation in the intestine—leading
to an increased reflux of bilirubin into the plasma.33 In fasting
subjects with a normal capacity of bilirubin conjugation, the
accumulation of bilirubin in the intestine can be higher com-
pared with those with a low capacity of bilirubin conjugation
because of UGT1A1 polymorphisms, explaining the higher
bilirubin levels found in women with normal number of TA
repeats and with UGT1A1 polymorphisms, with the same
fasting time.
Multivariate regression analysis also showed BMI as an
independent variable associated with total bilirubin concentra-
tion. No significant differences were established for body fat
between the 3 tertiles of total bilirubin levels; however, a trend
for lower values was observed from the lowest to the highest
bilirubin tertile. An inverse correlation between body fat and
BMI with bilirubin concentration has been reported,34,35 but
this association is still poorly clarified.
Regarding the influence of lifestyle variables, data from
literature are still controversial.21,22,26 We also analyzed the
effect of other nongenetic factors in bilirubin levels, such as
physical activity, tobacco smoking, alcohol intake and oral
contraceptive therapy. We did not find any association between
these factors and the changes in bilirubin concentration. This
can be due to the characteristics of our sample, which, for
instance, included only young women who did not have strong
habits of smoking or did exceed the recommended limit of
alcohol ingestion (data not shown).
In conclusion, we studied the effect of several factors
that could contribute for total bilirubin concentration. We found
that Hb concentration, fasting time and BMI are independent
variables significantly associated with total bilirubin concen-
tration in a female population. In the same way, total bilirubin
concentration was strongly affected by the polymorphism pre-
sented in the promoter region of the UGT1A1 gene. Further
studies must be performed to determine the effect of these
factors in different ages, in both men and women, and deter-
mine whether UGT1A1 variations, other than the TA duplica-
tion in the promoter region, could affect the total bilirubin
levels.
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SNPsThe Gilbert syndrome is a benign form of unconjugated hyperbilirubinemia, mainly associated with alter-
ations in UGT1A1 gene. This work investigated the effect of UGT1A1 variants on total bilirubin levels in Gilbert
patients (n=45) and healthy controls (n=161). Total bilirubin levels were determined using a colorimetric
method; molecular analysis of exons 1–5 and two UGT1A1 promoter regions were performed by direct se-
quencing and automatic analysis of fragments. Five in silico methods predicted the effect of new identiﬁed
variants.
A signiﬁcant different allelic distribution, in Gilbert patients and in controls, was found for two promoter poly-
morphisms. Amongpatients, 82.2%were homozygous and 17.8% heterozygous for the c.−41_−40dupTA allele;
in control group, 9.9%were homozygous and 43.5% heterozygous for this promoter variant, while 46.6% (n=75)
presented the [A(TA)6TAA]. For the T>G transition at c.−3279 promoter region, in patients, 86.7% were homo-
zygous and 13.3% heterozygous; in control group, 33.5% were homozygous for the wild type allele, 44.1% were
heterozygous and 22.4% homozygous for the mutated allele. The two polymorphisms were in Hardy–Weinberg
equilibrium in both groups. Sequencing of UGT1A1 coding region identiﬁed nine novel variants, ﬁve in patients
and four in controls. In silico analysis of these amino acids replacements predicted four of them as benign and
three as damaging.
In conclusion, we demonstrated that total bilirubin levels are mainly determined by the TA duplication in the
TATA-box promoter and by the c.−3279T>G variant. Alterations in the UGT1A1 coding region seem to be as-
sociated with increased bilirubin levels, and, therefore, with Gilbert syndrome.
© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.Introduction
Gilbert syndrome (GS, OMIM 606785) is an autosomal recessive
condition characterized by unconjugated hyperbilirubinemia in the
absence of hemolysis or underlying liver disease [1], due to the re-
duced activity of uridine diphosphate-glucuronosyltransferase
(UGT1A1). This enzyme is mainly expressed in the liver and has an
important role in the glucuronidation of bilirubin, 17β-estradiol [2],
some therapeutic drugs [3] and mutagenic xenobiotics [4]. Absence
or severe reductions of UGT1A1 activity are associated with Crigler-
Najjar syndrome type I [5] and type II [6], respectively. Crigler Najjar
syndrome is an autosomal recessive disease; so a subject must beBiológicas, Laboratório de Bio-
orto, Rua Anibal Cunha, 164,
cha).
rights reserved.carrying at least two mutations in trans to manifest the disease.
Only one mutation should not affect the TBL levels. However, if such
nucleotide substitution is in trans with an allele carrying the
A(TA)7TAA allele (c.−41_−40dupTA) it is possible that the bilirubin
levels could be compatible with the GS or with Crigler Najjar type II
syndrome [7].
The UGT1A1 gene locus has beenmapped to chromosome 2q37 [8],
has nine potential functional exon 1 sequences at the 5′ end of the
gene that can be joint with the constant exons 2–5 at the 3′ end [3].
One of the most common genetic variants is a repeat polymorphism
in the TATA box region of the UGT1A1 promoter. This allele variant
consists of seven thymine adenine (TA) repeats, in the A(TA)nTAA
motif, while the common allele is characterized by the presence of
six TA repeats [A(TA)6TAA]. Homozygous individuals carrying the
A(TA)7TAA allele (c.−41_−40dupTA) have higher levels of unconju-
gated bilirubin, caused by a reduction of 30% in UGT1A1 transcription
[9]. The estimated frequency of this allele is 0.35 in Caucasians,
Table 1
Primers used for the ampliﬁcation of the UGT1A1 exons and promoter's regions.
UGT1A1
region
Primer name Sequence (5′→3′) Reference
Promotor UGT1A1-TAF 5′-TAACTTGGTGTATCGATTGGTTTTTG-3′ 21
UGT1A1-TAR 5′-ACAGCCATGGCGCCTTTGCT-3′
UGT1A1-Reg 5′-CTA GCC ATT CTG GAT CCC TTG-3′ 16
UGT1A1-Reg 5′-TTTTGAGATCTGAGTTCTCTTCACCTC-3′




Exon 2 UGT1A1-2 F 5′-TCTATCTCAAACACGCATGCC-3′ 20
UGT1A1-2R 5′-GGCAGGGAAAAGCCAAATCTA-3′
Exon 3 UGT1A1-3 F 5′-TTGCCAGTCCTCAGAAGCCTT-3′ 20
UGT1A1-3R 5′-ATGCCCTTGCAGAAATTTGC-3′
Exon 4 UGT1A1-4 F 5′TGCAAGGGCATGTGAGTAACA-3′ 20
UGT1A1-4R 5-′AAGCCAAGATTGCACCACTG-3′
Exon 5 UGT1A1-5 F 5′-GAGGATTGTTCATACCACAGG-3′ 20
UGT1A1-5R 5′-GCACTCTGGGGCTGATTAAT-3′
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but the frequency is highly variable in different ethnicities [10,11].
Homozygosity for the TA duplication was considered as the main
cause of GS in Caucasian population [9,10], and justiﬁes some of the
inter-individual variations in bilirubin levels, even in the normal pop-
ulation [12]. However, individuals with normal bilirubin levels and
without clinical diagnosis of GS can also show this polymorphism in
homozygosity [3,9]. Thus, this polymorphism appears to be necessary
for GS, but it is not sufﬁcient for the complete manifestation of the
disease [12]. Another promoter polymorphism, a T>G transition at
position −3279, at the phenobarbital responsive enhancer module
(gtPBREM), has also been associated with GS [13,14]. In Caucasian
and Japanese patients this polymorphism was described and referred
to be in linkage disequilibrium with the TA duplication (c.−41_
−40dupTA) [13–16]. In the last years more than 100 single nucleo-
tide polymorphisms (SNPs) have also been described within the
UGT1A1 gene [3].
The aim of the present work was the analysis of the impact of both
promoter and/or coding region of UGT1A1 variants on bilirubin levels,
in GS patients and in healthy controls. Additionally, bioinformatics
tools were used to study the new identiﬁed variants in order to eval-
uate their clinical impact.
Patients and methods
Subjects
This study included 45 GS Caucasian patients (36 males and 9 fe-
males, with a mean age of 45±13.2 years) of the gastroenterology
department of Vila Nova de Gaia/Espinho Hospital Center, EPE, with
clinical diagnosis of GS, based on standard criteria [17,18]. Hyperbilir-
ubinemia was deﬁned as a concentration of total bilirubin above
17.1 μmol/L. Data from GS patients were obtained from medical re-
cords. Total bilirubin levels (TBL) correspond to the median of three
bilirubin measurements, and every GS patients presented normal
physical examination, liver function tests and blood cell counts.
Healthy control volunteers (n=161; 45 males and 116 females;
mean age of 21.7±5.6 years) were included in this work. Healthy
controls were selected based on normal liver and/or hematological
values, no history of inﬂammatory or malignancy diseases, and of reg-
ular medication. Control participants were also excluded when conju-
gated bilirubin was more than 20% of total bilirubin. GS patients and
healthy controls, gave their informed consent to participate in this
study.
Samples and measurements
Blood samples were collected in the morning after 8 h of fasting,
using EDTA as anticoagulant, in order to obtain plasma and buffy
coat for DNA extraction. TBL concentration was determined by using
a colorimetric method (diazotized sulfanilic acid reaction; Roche Di-
agnostics Co, Indianapolis). Genomic DNA was extracted from blood
samples using standard salting out method [19].
Genotyping
All patients and controls were screened for the presence of the TA
insertion in the TATA box region of UGT1A1 gene by PCR ampliﬁca-
tion, with the introduction of a ﬂuorochrome label (NED™) in the re-
verse primer, as previously described [20,21]. Direct sequencing of
the ﬁve exons, and the gtPBREM (c.−3576 to c.−3209) region of
UGT1A1 gene was done in independent sequencing reactions, using
the respective forward and reverse primers (Table 1), and by the
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer, Boston, USA).
The protocol of cycling was performed on a DNA thermal cycler Gen-
eAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, USA). Theresulting products were subsequently analyzed by automated capil-
lary electrophoresis (ABI Prism 3130xl® Genetic Analyser, Applied
Biosystems, Foster City, USA), using the GeneMapper v4.0 along
with the molecular weight marker GeneScan ROX™ 500 Size Stan-
dard (Applied Biosystems, Foster City, USA).
Bioinformatics tools
For primers design, we used the Primer Express® software (Ap-
plied Bioystems, Foster City, USA). The analysis of sequence results
were performed on SeqScape™ version 2.5, and Finch TV version
1.3 (http://www.geospiza.com/ﬁnchtv). Sequence analyses were car-
ried out using the reference sequence (rs) from GenBank (accession
number NM_000463.2) and amino acid reference sequence from
GenePret (accession number P22309). The annotation of the muta-
tions was done according to the recommendation of the Human Ge-
nome Variation Society. The homozygous and heterozygous
individuals for the TA polymorphism c.−41_−40dupTA were cate-
gorized as [TA]7/[TA]7 and [TA]7/[TA]6, respectively, and those that
were homozygous for the wild type allele were referred as [TA]6/
[TA]6. The homozygous and heterozygous for the polymorphism
c.3279T>Gwere categorized as G/G and T/G, respectively, and the ho-
mozygous for the wild type allele as T/T.
The potential pathogenicity of the new variants and the corre-
spondent altered sequences were analyzed by Alamut software v.1.5
(Interactive Biosoftware, Rouen, France) that performs an in silico
analysis using methods based on sequence homology, protein struc-
ture information and amino acid physicochemical properties. The
methods used in this analysis were: Polymorphism Phenotyping
(PolyPhen-2) [22]; Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT) [23];
Align Grantham Variance-Grantham Difference (A-GVGD) [24]; Gran-
tham score [25]; BLOSUM 62 matrix score (BLOSUM62) [26].
Statistical analysis
For statistical analysis, we used the Statistical Package for Social
Sciences-SPSS version 18.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, USA).
χ2 or Fisher's exact tests were used to compare genotype allele fre-
quencies between groups. Bilirubin, the dependent variable, was
Log transformed to obtain a normalized data. Independent Student
t test was used to compare total bilirubin values between male and
female subjects. Multiple comparisons between groups were per-
formed by one-way ANOVA supplemented with Tukey's HSD post
hoc test. The pairwise (Lewontin's) D′ and correlation coefﬁcient
(r2) values of linkage disequilibrium for the variation of the
c.−3279T>G with the polymorphism c.−41_−40dupTA was
Table 2
Genotypes frequencies and TBL values of UGT1A1 c.−41_−40dupTA and c.−3279T>G polymorphisms in GS patients and in controls.
Polymorphism GS patients Controls
% (n) TBL (μmol/L) % (n) TBL (μmol/L) p*
c.−41_−40dupTA
[TA]6/[TA]6 0%(0) – 46.6% (75) 7.5±3.2 b0.0001
[TA]6/[TA]7 17.8%(8) 27.7±12.5 43.5% (70) 9.6±4.6a
[TA]7/[TA]7 82.2%(37) 37.9±13.3 9.9% (16) 19.5±9.9b,c
c.3279T>G
TT 0%(0) – 33.5% (54) 7.7±3.1 b0.0001
TG 13.3%(6) 28.3±5.8 44.1% (71) 8.9±4.5
GG 86.7%(39) 36.8±13.3b 22.4% (36) 13.8±8.8b,c
TBL: total bilirubin levels that are presented as mean±standard deviation (SD); *p-value for differences in allelic distribution between controls and GS patients. p-value b0.05 for
TBL between different genotypes: awild type vs. heterozygous; bhomozygous for the mutated alleles vs. heterozygous; chomozygous for the mutated alleles vs. wild type.
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software/cubex/ [27]. Signiﬁcance was accepted at pb0.05.
Results
In this work, we ﬁrst analyzed the impact of promoter's polymor-
phisms in TBL, considering the nine possible diplotypes. After that, we
also evaluated the inﬂuence of coding region of UGT1A1 variants in
TBL. The impact of new variants in the UGT1A1 gene was estimated
by in silico methods.
Promoter UGT1A1 variants
Results from genotyping revealed the presence of two promoter
polymorphisms, c.−41_−40dupTA and c.−3279T>G, in both
groups (GS patients and controls) with signiﬁcant different allelic
distribution (Table 2). Among GS patients, 82.2% (n=37) were ho-
mozygous and 17.8% (n=8) were heterozygous for the c.−41_
−40dupTA allele. In the control group, we found that 9.9%
(n=16) were homozygous and 43.5% (n=70) were heterozygous
for this promoter variant, and 46.6% (n=75) presented the six TA
repeats [A(TA)6TAA]. For the T>G transition located at c.−3279
nucleotide, we found that 86.7% (n=39) were homozygous and
13.3% (n=6) were heterozygous for the c.−3279T>G variant in
GS patients. In the control group, we found that 33.5% (n=54)
were homozygous for the wild type allele, 44.1% (n=71) were het-
erozygous and 22.4% (n=36) were homozygous for the
c.−3279T>G variant. The two polymorphisms were in Hardy–
Weinberg equilibrium in control group. Results of linkage disequi-
librium, for the association of the two promoter polymorphisms,
showed that D′ and r′ values were 1.0 and 0.57, respectively, con-
ﬁrming existence of the close linkage the disequilibrium between
them.
From the nine possible diplotype combinations, four were found
in GS patients and six in controls. The frequencies of combined diplo-
types in GS patients and controls are shown in Table 3.Table 3




% (n) TBL (μmol/
[TA]6/[TA]6 -TT 0% (0) –
[TA]6/[TA]6 -TG 0% (0) –
[TA]6/[TA]7-TG 8.9% (4) 27.8±7.4
[TA]7/[TA]7-TG 4.4% (2) 29.1±0.5
[TA]6/[TA]6-GG 0% (0) –
[TA]6/[TA]7-GG 8.9% (4) 34.8±7.6
[TA]7/[TA]7-GG 77.8% (35) 37.9±13.3
TBL: total bilirubin levels that are presented as mean±standard deviation (SD); ap-value fo
[TA]7/[TA]7-G/G TBL and other diplotypes.Coding region of UGT1A1 variants
Sequencing analysis of the coding regions of the UGT1A1 gene
allowed the identiﬁcation of nine additional SNPs, all of them in a het-
erozygous state. From these, ﬁve were identiﬁed in GS patients and
four in controls (Table 4). Seven of these variants were new
c.538G>C, c.643A>G, c.814A>G, c.1156G>A; c.1211T>C; c.1423C>T;
c.1475T>C (Fig. 1), and two were already described in literature,
c.674T>G [6] and c.923G>A [28]. Moreover, three of these new variants
were detected in GS patients (c.538G>C; c.1211T>C; c.1423C>T) and
four in controls (c.643A>G; c.814A>G; c.1156G>A; c.1475T>C).
Amino acid conservation analysis was performed by using non-
redundant alignment of homologous sequences, and the results
from amino acid changes as well as the association with
c.−41_40dupTA and c.−3279T>G, are described in Table 4. The
new sequence variants detected were located at the intraluminal
part of the C-terminal half of the UGT1A1 protein that includes the
domain that binds the UDP glucuronic acid (UDPGA) donor substrate,
in both GS patients (p.E180Q; p.V225G) and controls (p.I215V;
p.M272V); at the donor-binding region (residues: 292–409), in GS
patients (p.G308E; p.M404T; p.R475C) and in controls (p.V386I);
and one at reticulum endoplasmic-anchoring transmembrane do-
main (residues: 491–507), in a healthy control (p.I492T). Only one
exchanged amino acid, the glycine 308, was highly conserved
among homologous sequences. The majority of others residues were
moderately conserved and three were weakly conserved (Table 5).
Data regarding the new variants showed that four of them were an-
ticipated to be benign (p.E180Q; p.I215V; p.M272V; p.V386I), while
three were expected to have an effect on protein function
(p.M404T; p.475 C; p.I492T). Functional prediction of the conse-
quence of these amino acid replacements in the UGT1A1 protein, per-
formed by the different in silico methods, was in agreement for the
variants p.M404T, p.R475C, and p.I215V (Table 5).
Additionally, we also detected four previously described polymorphic
variants in GS patients and controls: c.864+89C>T (rs.17868341);
c.997-86C>T (rs.34082659); c.997-82T>C (rs.12471326); and c.997-
37T>C (rs.2471326).Controls
L) % (n) TBL (μmol/L) pa







r difference in total bilirubin levels between the several diplotypes; bp-value b0.05 for
Table 4
UGT1A1 gene variants and TBL in GS patients and controls.
TBL (μmol/L) cDNA variation Effect on protein Polymorphism c.−41_−40dupTA Polymorphism c.−3279T>G References
Patients
1/GS 29.4 c.538G>C p.E180Q [TA]7/[TA]7 T/G This study
2/GS 27.7 c.674T>G p.V225G [TA]6/[TA]7 T/G [6]
3/GS 50.1 c.674T>G p.V225G [TA]7/[TA]7 G/G [6]
4/GS 54.2 c.923G>A p.G308E [TA]6/[TA]7 G/G [28]
5/GS 36.6 c.1211T>C p.M404T [TA]7/[TA]7 G/G This study
6/GS 51.3 c.1423C>T p.R475C [TA]6/[TA]7 G/G This study
Controls
1/C 5.1 c.643A>G p.I215V [TA]6/[TA]7 T/G This study
2/C 10.1 c.814A>G p.M272V [TA]7/[TA]7 G/G This study
3/C 4.3 c.1156G>A p.V386I [TA]6/[TA]6 T/T This study
4/C 5.8 c.1475T>C p.I492T [TA]6/[TA]7 T/G This study
The annotation of the mutations was done according to the recommendation of the Human Genome Variation Society. The ﬁrst A in the UGT1A1 start codon was considered as
position 1. TBL: total bilirubin levels.
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The median of TBL (mean±SD) presented for GS patients
was 36.0±12.7 μmol/L (33.4±15.8 μmol/L for females and 35.6±
13.1 μmol/L for males, p=0.667), and 9.5±5.8 μmol/L (9.2±
6.1 μmol/L for females, and 9.9±4.5 μmol/L for males, p=0.529) for
controls. No signiﬁcant differences were found in TBL, according to
gender, between GS patients and controls.
In GS patients, the presence of homozygousity for the two pro-
moter polymorphisms, c.−41_−40dupTA and c.−3279T>G, wereFig. 1. Partial sequences of exons 1, 2, 4 and 5. Arrows indicate the position of nucleotide su
p.M272V; (D) — p.V386I; E — p.M404T; (F) — p.R475C; (G) — pI492T.associated with signiﬁcant increased TBL. Analyzing TBL between
the different dyplotypes of GS patients, we didn't ﬁnd statistically
signiﬁcant differences between the four combinations (Table 3). In-
crements in TBL were observed in GS patients with a diplotype het-
erozygous for c.−41_−40dupTA and homozygous for c.3279T>G,
but without statistical signiﬁcance (34.8±7.6 vs. 27.8±7.43 mol/L;
p=0.254). The same was observed for diplotype [TA]7/[TA]7-T/G,
as compared to diplotype [TA]7/[TA]7-G/G (29.1±0.5 vs. 37.9±
13.3 μmol/L; p=0.275). Only one GS patient (2/GS, Table 2) was
identiﬁed in heterozygosity for both promoters polymorphism; thebstitution at the seven novel identiﬁed variants. (A) — p.E180Q; (B) — p.I215V; (C) —
Table 5
Functional predictions of UGT1A1 variants by three algorithms based in homology (Polyphen-2; SIFT; A-GVGD) and two based in amino acid physiochemical properties (Grantham
Distance and BLOSUM62 matrix score).
Amino acid
conservation
In silico evaluation (prediction and scores)
Variant Exon Domain Polyphen-2a SIFTb A-GVGDc Grantham Distanced BLOSUM62e
GS patients
p.E180Q 1 Aglycone-recognition Weakly conserved Possibly damaging Tolerated (0.25) C0 Tolerated (29) Tolerated (2)
p.V225Gf 1 Aglycone-recognition Weakly conserved Benign Deleterious (0.03) C0 Deleterious (109) Deleterious (−3)
p.G308E f 2 Donor-binding Highly conserved Probably damaging Deleterious (0.0) C0 Deleterious (98) Deleterious (−2)
p.M404T 4 Donor-binding Moderately conserved Probably damaging Deleterious (0.03) C0 Deleterious (81) Deleterious (−1)
p.R475C 5 Donor-binding Moderately conserved Probably Damaging Deleterious (0.02) C0 Deleterious (180) Deleterious (−3)
Controls
p.I215V 1 Aglycone-recognition Weakly conserved Benign Tolerated (1.0) C0 Tolerated (29) Tolerated (3)
p.M272V 1 Aglycone-recognition Moderately conserved Probably damaging Tolerated (0.27) C0 Tolerated (21) Tolerated (1)
p.V386I 4 Donor-binding Moderately conserved Probably damaging Tolerated (0.47) C0 Tolerated (29) Tolerated (3)
p.I492T 5 Transmembrane segment Moderately conserved Probably damaging Tolerated (0.24) C0 Deleterious (89) Deleterious (−1)
a Qualitative classiﬁcation given by Polyphen: probably damaging, possibly damaging and benign.
b Sort Intolerant from Tolerant, a tolerance index ≤0.05 is considered to be deleterious.
c Align GVGD classiﬁers range from C65 (most likely deleterious) to C0 (most likely neutral).
d Grantham Distance classiﬁed amino acid substitutions as either tolerated (score b60) or deleterious (score ≥60).
e BLOSUM62 (Blok Substitution Matrix), scores≥0 were considered tolerated.
f Variants already described in literature.
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two promoter regions, beyond the variants identiﬁed in the coding
regions, but all of them presented high values of bilirubin
(Table 4). The polymorphic variants already described in literature
(c.864+89C>T, c.997-86C>T, c.997-82T>C, and c.997-37T>C)
seem to have no inﬂuence in TBL.
In healthy subjects, signiﬁcant differences in TBL were obtained
comparing individuals homozygous for the wild type alleles with
those heterozygous for the c.−41_−40dupTA polymorphism
(pb0.03). However, when we compared individuals homozygous for
the wild type alleles with those heterozygous for the c.−3279T>G
transition, no signiﬁcant differences were found (p=0.459). The
presence of homozygousity for the two promoter polymorphisms,
c.−41_−40dupTA and c.−3279T>G, were associated with signiﬁ-
cantly increased TBL (Table 3). Nevertheless, from sixteen homozy-
gous for the TA duplication, which were also homozygous for the
c.−3279G allele, only six of them (37%) had normal bilirubin concen-
trations (TBLb17.1 μmol/L).
Discussion
Several studies aimed to clarify the inﬂuence of genetic and
non-genetic factors in bilirubin levels. GS is one of the most prevalent
congenital metabolic disorders in the population, which is mainly as-
sociated with defects in UGT1A1 gene [7,9,12,29]. The twomajor poly-
morphisms associated to increased TBL in GS Caucasian patients
are the c.−41_−40dupTA and the c.−3279T>G polymorphisms,
[9–16,30–33]. In this work, we analyzed the inﬂuence of UGT1A1
gene variants on TBL in healthy subjects and in GS patients. This anal-
ysis was performed independently in the two groups, due to the dif-
ferences in age between them.
According to our results and in agreement with literature
[9,10,13], homozygosity for the c.−41_−40dupTA allele is strongly
associated with higher bilirubin levels. The c.−3279T>G poly-
morphism has been described as another important factor for the
development of hyperbilirubinemia [14–16,30–33]. Experimental
observations suggested that this variant, located at the
phenobarbital-responsive enhancer module, contributes to a decrease
of 62% of the transcriptional activity of UGT1A1 gene [13]. Moreover, a
recent in vitro study suggests a possible combined effect of these two
polymorphisms (c.−41_−40dupTA and c.−3279T>G) on transcrip-
tional activity of UGT1A1 gene, which further contributes for GS phe-
notype [34]. Our work showed that, both healthy individuals and GS
patients who have double homozygosity for these two variants pre-
sent increased TBL. In fact, we found a linkage disequilibrium betweenthese two polymorphisms [Lewontin's (D′=1) and correlation coefﬁ-
cient (r2=0.57)], which is in accordance with previous studies done
by Borucki et al. (D=1; r2=0.67) [30], Innocenti et al. (D=1;
r2=0.65) [31], Jirsa et al. (D=1; r2=0.66) [32], and Ferraris et al.
(D=0.89; r2=0.57) [33]. This close linkage disequilibriummakes dif-
ﬁcult the evaluation of the independent contribution of each polymor-
phism in TBL.
In this study, the impact of the two polymorphisms in TBL, in
healthy individuals and GS patients, was ﬁrst analyzed independent-
ly. The differences in TBL were more signiﬁcant between the three ge-
notypes of the c.−41_−40dupTA polymorphism than between the
three genotypes of c.−3279T>G polymorphism (Table 2).
No signiﬁcant differences were observed between homozygous
and heterozygous for the mutated alleles, in GS patients. In four of
our GS patients, heterozygous for one or both of the two promoter
polymorphisms, we detected another variant at the exonic region
(Table 4).
The low penetrance of these two variants was evident in our con-
trol group as we found sixteen homozygous for both variants and six
of them had normal bilirubin levels. In GS patients and controls, we
didn't ﬁnd statistically signiﬁcant differences in TBL between most
of diplotypes, a result that may be a consequence of the small sample
size of most of the diplotypes observed. However, we found that the
diplotype [TA]7/[TA]7-G/G is associated with the highest TBL.
Variants in the promoter and coding regions of UGT1A1 may co-
exist in GS patients and healthy controls [6,7,9,28,35–38]. By direct
sequencing of these regions, we identiﬁed for the ﬁrst time seven var-
iants, three in GS patients (c.538G>C; c.1211T>C; c.1423C>T) and
four in controls (c.643A>G; c.814A>G; c.1156G>A; c.1475T>C).
The sequence variant c.1211T>C (p.M404T) is positioned at the
donor-binding site of the UGT1A1 protein. Close to this position,
two other altered residues, the c.1198A>G (N400D) [36] and
c.1207 C>T (R403C) transitions [37], were described and associated
with Crigler-Najjar syndrome type II. The variant c.1423 C>T
(p.R475C), also located at donor-binding site, might alter the tertiary
structure of the protein. The variant c.923 G>A (p.G308E), initially
described by Erps and co-workers [28] is located in a highly con-
served residue, and results in lack of enzyme activity. This substitu-
tion was described as the second most frequent variant of UGT1A1
gene associated to GS in the Portuguese population [20].
In silico analysis, performed by four different methods, predicted
in agreement that three of the amino acid changes (p.M404T,
p.R475C and p.G308E) had a deleterious effect on UGT1A1 activity.
Only the A-GVGD score gave a different prediction, classifying these
variants and all the others as most likely neutral, even for the
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variant with potentially negative impact in UGT1A1 activity was
p.V225G, in exon 1, according to the consensual results of three in
silico methods. This variant was described in association with
Crigler-Najjar syndrome type II [6]. These divergences could be due
to the fact that A-GVGD has better speciﬁcity than sensitivity (low
risk of false positive pathogenic prediction), while SIFT and PolyPhen
provide better sensitivity (low risk of false negative neutral predic-
tion) [39]. We also identiﬁed p.V225G variant in two GS patients.
The threonine instead of an isoleucine, at residue 492 (exon 5), was
detected in a control individual that was also heterozygous [TA]6/
[TA]7-T/G for the promoter polymorphisms. Three algorithms predict
a deleterious outcome of this substitution; however, the individual
presented normal levels of total bilirubin.
Four variants were predicted to be benign, one in a GS patient
(p.E180Q) and three in controls (p.I215V, p.V386I, p.I492T). The
p.E180Q transition could be a benign variant, according to four algo-
rithms, with the exception of Polyphen-2, which classiﬁed this variant
as possibly damaging, as it can affect the protein function or structure.
Regarding the three variants found in the control sample, one was pre-
dicted to be benign by all algorithms (p.I215V) and the other two
(p.V386I, p.I492T) were classiﬁed as benign by four algorithms. These
variants were not associated to hyperbilirubinemia. The potential effect
of 63 known UGTs non-synonymous (ns) SNPs on protein function was
previously evaluated [40] and data obtained showed that SIFT and Poly-
phen had a correct prediction rate of 51.1% and 66.7%, respectively.
However, we noticed, in the present study, that SIFTS and Polyphen
were in divergence, comparing to the other methods, in ﬁve of the
nine identiﬁed variants. This suggests the needs for additional in silico
methods with a strong predicton of nsSNP pathogenicity. Nevertheless,
together with the studies of in silico analysis, it is important to know the
allelic phase of the nucleotide substitutionwith two promoter polymor-
phisms of the UGT1A1 gene.
In the ﬁve patients carrying predicted deleterious variants identiﬁed
in the coding region, the mean TBL concentrations was not signiﬁcantly
higher, when compared to the majority of the individuals with the
[TA]7/[TA]7-G/G diplotype (42.1±9.3 vs. 35.9±12.4 μmol/L; p=0.230),
except three patients (3/SG, 4/SG and 6/SG)who had some of the highest
TBL values observed. From the eight patients heterozygous for the [TA]7
(four heterozygous for G/T and four homozygous for G/G), three of
them had another variant, potentially deleterious, in the coding region.
Regarding the alteration p.V225G, patient 2/SG was a compound hetero-
zygous for the TA duplication and c.−3279T>Gpolymorphism,while pa-
tient 3/GS was homozygous for both mutated alleles [TA]7/[TA]7-G/G. In
these two cases,we can observe that the presence of a homozygous diplo-
type increases bilirubin median values (patient 2/SG had a TBL value of
27.7 μmol/L and patient 3/SG had 50.1 μmol/L). The higher TBL observed
in 3/GS patient seems to be conditioned by the presence of the [TA]7/
[TA]7-G/G diplotype.
In conclusion, our data showed that TBL are mainly determined by
the presence of the TA duplication in the repetitive TATA-box se-
quence of the gene promoter, and that the c.−3279T>G variant is
an additional factor for the development of hyperbilirubinemia.
Moreover, our results also revealed that the presence of variants in
the UGT1A1 coding region seems to be associated with increased bil-
irubin levels, and therefore, linked with GS. Thus, the genetic diagno-
sis for GS should include the determination of both promoter
polymorphisms, and the genetic analysis of the entire coding region
namely when the homozygosity for both polymorphisms is not ob-
served. Additionally, we described for the ﬁrst time seven new vari-
ants in the coding region of the gene, expanding the spectrum of
the known UGT1A1 variants.
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oxidative stress conditions, as ischemia-re-
lated injuries  [4] .
 During their life span the red blood 
cells (RBC) may suffer oxidative stress. 
When its antioxidant capacity is over-
whelmed, Hb is oxidized and links to the 
membrane, inducing the aggregation of 
the membrane protein band 3, which will 
trigger the binding of natural anti-band 3 
antibodies (IgGs) to the band 3 aggregates, 
and this marks the cell for removal by mac-
rophages  [5] . As the RBC is not able to syn-
thesize proteins, it is a good model to study 
oxidative stress damage. When the RBC 
becomes senescent (or oxidatively dam-
aged) there is an increase in high-molecu-
lar-weight aggregates of band 3 (HMWAg) 
and a decrease in its monomers and pro-
teolytic fragments  [4–6] ; this band 3 pro-
file has been reported in oxidative stress 
conditions, such as in cardiovascular dis-
eases  [6] .
 In the present work we studied the an-
tioxidant properties of bilirubin, by evalu-
ating the impact of mild hyperbilirubine-
mia presented by homozygous and hetero-
zygous (TA) 7 allele carriers, in different 
blood markers of oxidative stress. We used 
the RBC as a good model of cumulative ox-
 The additional TA repeat (c.-41_
-40dupTA) in the promoter of the uri-
dine diphosphate glucuronosyltransferase
(UGT1A1) gene is associated with a de-
crease in gene transcription, a decline in 
bilirubin conjugation and, therefore, with 
an increase in circulating unconjugated bil-
irubin (UCB)  [1] . The TA repeat polymor-
phism is remarkably prevalent in the Cau-
casian white population and is the main 
cause of Gilbert’s syndrome  [1] .
 Bilirubin, the key metabolic product of 
hemoglobin (Hb) catabolism, has antioxi-
dant properties that seem to have a protec-
tive effect in oxidative stress conditions, 
such as in atherosclerosis, coronary heart 
disease, inflammation, and cancer  [2] . 
Some studies showed that high levels of bil-
irubin can be toxic to neurons in newborn 
infants. Actually, in fetuses and newborn 
babies the UCB can reach neurons through 
the immature hematoencephalic barrier 
 [3] . In the cerebral tissue, UCB impairs the 
membrane dynamic properties, by altering 
the phospholipid packing and the polarity 
of membrane, inducing neurotoxicity  [3] . 
However, in other tissues, bilirubin pro-
vides a primary antioxidant protection in 
newborns against damage resulting from 
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idative stress and evaluated some plasmatic 
markers of oxidative stress.
 We analyzed a group of 77 individuals 
(18 males and 59 females) randomly select-
ed from young students of the north of Por-
tugal (20.7 ± 2.6 years old). All participants 
gave their informed consent, and those 
with liver and/or hematologic disorders, 
chronic or acute infection, under medica-
tion and with a history of malignancy were 
excluded. The analytical studies included a 
basic erythrocyte study, the evaluation of 
the erythrocyte membrane protein band 3 
profile (band 3 monomer, HMWAg, and 
proteolytic fragments %), total antioxidant 
status (TAS), plasma lipid peroxidation 
(thiobarbituric acid, TBA), total serum bil-
irubin, total cholesterol, triglycerides, low-
density lipoprotein cholesterol, high-den-
sity lipoprotein cholesterol, albumin levels, 
and TA duplication (c.-41_-40dupTA). To 
study the band 3 profile, RBC membranes 
were isolated and prepared as described 
elsewhere  [6] ; RBC membrane proteins 
were separated by SDS-PAGE, transferred 
by electrophoresis to nitrocellulose sheets 
and band 3 was developed by immunoblot-
ting  [6] . The erythrocyte count, Hb con-
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tion width, and red cell indices were mea-
sured using an automatic cell counter 
(Sysmex K1000; Sysmex, Hamburg, Ger-
many). The TA polymorphism was 
screened by capillary electrophoretic anal-
ysis of polymerase chain reaction products. 
Bilirubin, total cholesterol, high-density li-
poprotein cholesterol, low-density li-
poprotein cholesterol, triglycerides, and al-
bumin levels were determined, using com-
mercially available kits (autoanalyzer 
Cobas Mira S; Roche ABX Diagnostics). 
TAS was evaluated by a colorimetric assay 
(TAS, Randox). Plasma lipid peroxidation 
was determined as TBA-reactive products.
 Subjects were grouped according to 
genotype: (TA) 6 /(TA) 6 for homozygous 
individuals with normal  UGT1A1  repeat, 
and (TA) 6 /(TA) 7 for heterozygous and 
(TA) 7 /(TA) 7 for homozygous individuals 
for the mutated allele. For continuous 
variables, multiple comparisons between 
the genotype groups were performed by 
one-way ANOVA analysis supplemented 
with Tukey’s HSD post hoc test. For cate-
gorical variables, the differences between 
groups were evaluated by Fisher’s exact 
test. The Pearson correlation coefficient 
evaluated relationships between sets of 
data.
 We found 31 homozygous individuals 
with the normal allele, and 38 heterozygous 
and 8 homozygous individuals with the 
mutated allele ( table 1 ). The allele frequen-
cies of 0.38 and 0.62 for TA 6 and TA 7 al-
leles, respectively, are in accordance with 
the literature  [7] .
 Total, conjugated and UCB levels 
showed increasing and significantly differ-
ent levels from the TA 6 allele to the hetero-
zygous and homozygous TA 7 allele. Albu-
min, the transporter protein of UCB in 
plasma, was increased in both heterozy-
gous and homozygous individuals for the 
TA 7 allele when compared to the TA 6 allele. 










Age, years 20.9 (2.9) 20.4 (2.1) 20.2 (2.0) 0.398
Male, % 12.9 (4) 34.2 (13) 12.5 (1) 0.090
Biochemical data
Total bilirubin, μmol/l 8.8 (3.7) 11.2 (4.9) 16.8 (6.2)b, c <0.0001
Unconjugated bilirubin, μmol/l 6.2 (3.0) 8.3 (3.9) 11.8 (5.2)b, c 0.001
Conjugated bilirubin, μmol/l
Albumin, g/dl












































RBC, ×1012/l 4.7 (0.3) 4.9 (0.4)b 4.6 (0.4)c 0.035
Hb, g/dl 14.1 (1.3) 14.7 (1.4) 13.6 (1.1)b 0.020
Hematocrit, % 41.6 (3.2) 43.0 (3.4) 40.3 (1.8) 0.069
MCV, fl 89.1 (3.9) 87.6 (3.4) 88.1 (4.2) 0.290
MCH, pg 30.0 (1.7) 29.9 (1.5) 29.6 (1.3) 0.803
MCHC, g/l 33.7 (0.9) 34.1 (1.1) 33.6 (1.3) 0.225
RDW-CV, % 12.8 (0.9) 12.8 (0.8) 12.7 (0.9) 0.441
RBC stress markers
HMWAg, %









Pfrag, % 26.7 (9.1) 29.8 (6.9) 26.7 (8.5) 0.247
HMWAg/band 3 monomer 0.28 (0.12) 0.28 (0.17) 0.17 (0.06)b, c 0.135
Pfrag/band 3 monomer 0.48 (0.2) 0.56 (0.2) 0.44 (0.18) 0.130
 Data are presented as mean (standard deviation) for continuous variables and as percentage (number) for categorical variables.
* Fisher’s exact test or one-way ANOVA; a p value for difference between genotype; b p < 0.05 vs. 6/6 genotype; c p < 0.05 vs 6/7 geno-
type. RDW-CV = Coefficient of variation of the red cell width; LDLc = low-density lipoprotein cholesterol; HDLc = high-density li-
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This rise in albumin associated with higher 
bilirubin levels may also protect albumin 
from radical-mediated damage  [8] . Indi-
viduals with (TA) 7 /(TA) 7 genotype showed 
a significant reduction in RBC count and 
Hb concentration. Despite the predomi-
nance of females in this group, no differ-
ences were found in these variables when 
the results were stratified by gender. There-
fore, as previously reported  [9, 10] , these 
results suggest that red cell mass and Hb 
concentration are associated with interin-
dividual variations in bilirubin levels.
 It has been described  [8] that patients 
with Gilbert’s syndrome showed a reduc-
tion in total cholesterol, low-density li-
poprotein cholesterol and triglycerides; 
however, no significant differences were 
found in the lipid profile in our sample 
when stratified by  UGT1A1 genotype. 
These authors stated that lipid profile al-
terations found in Gilbert’s syndrome pa-
tients are related to higher bilirubin levels 
(or to a decrease in the  UGT1A1 activity). 
In our sample, even those that have a 
(TA) 7 /(TA) 7 genotype did not present 
very high bilirubin concentrations, and 
this probably reflects the lack of variations 
found in the lipid profile. Lipoperoxida-
tion and oxidative stress, as shown by TBA 
and TBA/TAS, presented a trend to de-
crease from (TA) 6 /(TA) 6 to (TA) 6 /(TA) 7 , 
reaching a significantly reduced value for 
(TA) 7 /(TA) 7 carriers. For TAS, no signifi-
cant differences were observed; howev-
er, a significant positive correlation was 
found between total bilirubin and TAS
(r = 0.264; p = 0.021). These results, sug-
gesting that oxidative stress is reduced in 
individuals with the (TA) 6 /(TA) 7 and 
(TA) 7 /(TA) 7 genotype, are in accordance 
with the changes observed in the band 3 
profile. Actually, alterations in the band 3 
profile ( fig. 1 ) are in agreement with a re-
duction in oxidative RBC damage since
we observed a trend to lower values of 
HMWAg for the (TA) 6 /(TA) 7 genotype, 
and a significant reduction for (TA) 7 /
(TA) 7 when compared to (TA) 6 /(TA) 6 in-
dividuals; for band 3 monomer, signifi-
cantly higher values were observed for 
(TA) 7 /(TA) 7 compared to (TA) 6 /(TA) 6 
and (TA) 6 /(TA) 7 individuals.
 In summary, our data support the anti-
oxidant role of bilirubin, by showing that 
mild hyperbilirubinemia is associated with 
a reduction in lipoperoxidation and in RBC 
oxidative damage. Moreover, patients with 
Gilbert’s syndrome and healthy individual 
with high bilirubin levels within the nor-
mal range (<17.1 μmol/l) seem to be more 
protected to face oxidative stress condi-
tions, such as cardiovascular diseases and 
cancer.
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 Fig. 1. Immunoblot showing the HMWAg 
aggregates of band 3, band 3 monomer, and 
proteolytic fragments of 3 studied cases 
with different  UGT1A1 genotypes [(TA) 6 /
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Variations in the gene encoding the uridine diphosphate glucuronosyltransferase 1A1 
(UGT1A1) are particularly important since they have been associated to hyperbilirubinemia 
in Gilbert’s and Crigler-Najjar syndromes, and changes in drug metabolism. Several variants 
associated with those phenotypes are nonsynonymous single nucleotide polymorphisms 
SNPs (nsSNPs). Bioinformatics approaches have gained an increased importance to predict 
the functional significance of these variants. This study was focused in the prediction ability 
of bioinformatics approaches to determine the pathogenicity of human UGT1A1 nsSNPs, 
previously characterized, at protein level, by in vivo and in vitro studies. Using fifteen web 
algorithms, we evaluated 48 nsSNPs described in literature and databases. Seven of them 
reached or exceeded 90% of sensitivity and five presented Mathew’s correlation coefficient 
above 0.45. The best performing method was MutPred, followed by SIFT. The prediction 
measures vary significantly when predictors such us SIFT, Polyphen-2 and PMUT run with 
their native alignment, generated by the tool, or with an input alignment, strictly build with 
UGT1A1 orthologs and manually curated. Results showed that prediction performance of 
some methods, based on sequence conservation analysis, can be negatively affected when 
nsSNPs are positioned at the hipervariable or constant regions of UGT1A1 orthologs 
sequences.  
 






The uridine diphosphate glucuronosyltransferase (UGT1A1) is an enzyme involved in the 
metabolism and detoxification of numerous xenobiotic and endogenous compounds, 
including bilirubin (246). Until now, more than 300 single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) within the UGT1A1 gene (emsemble database) were identified. Some of them have 
been associated with Gilbert’s syndrome (SG) (91, 146, 247,248)and with Crigler-Najjar 
syndrome (CNS) type I and II (88, 247-249), as well as with changes in drug clearance and/or 
response (250). Many of these variants have been implicated in human diseases but, in some 
cases, in the absence of functional studies, its pathogenicity remains unclear. Similarly to 
other genes, UGT1A1 presents many nsSNPs in which genotype-phenotype correlations are 
not established. The functional evaluation of SNPs is time consuming and expensive. By this 
reason, bioinformatics tools have gained increasing importance and have been used to select 
additional functional studies. These methods can be divided into two main categories, 
sequence-based approaches and sequence and structure-based methods. The first one uses 
multiple sequence alignments (MSA) and incorporates different methodologies to measure 
residue conservation, namely Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT) (152), Prediction of 
Pathological Mutations on Proteins (PMUT) (251) and Multivariate Analysis of Protein 
Polymorphism (MAPP) (252). These tools assume that the functional SNP occurs at 
evolutionary conserved sites and that the majority of SNP are functionally neutral (253) 
(254). Thus, prediction of the functional effect of a SNP is created based on conservation 
and variation in a specific position. The second group uses sequence and structure features 
which predicts possible impact of an amino acid substitution, like Polymorphism 
Phenotyping, version-2 (Polyphen-2) (153) and Molecular Phenotyping of Coding nsSNPs 
(SNPeffect) (154). Some of structure based methods are generally more reliable because 
they take into account the three-dimensional (3D) structure of the protein and classify the 
SNP based on changes in the size, polarity and protein stability, but their use could be limited 
due to the lack of protein structural information. However, these prediction methods can, in 
same extent, analyze one sequence and modulate substitutions on the structure of a 
homologous protein rather than in the exact protein structure of interest. The nsSNPs 
functional prediction methods can also incorporate annotations that come from the Swiss-
Prot database or use information from others prediction programs namely those that identify 
transmembrane regions or secondary structures (255). Moreover, Consensus Deleteriousness 
(CONDEL) tool combines different web-tools outputs into a unified  
classification (256). Most of the sequence-based amino acid substitution prediction methods 




system databases to find homologous sequences and produce a multiple sequencing 
alignment (257, 258). To automatically generate MSAs, the homologous sequences are 
selected from several databases such as SWISS-PROT or NCBI's non-redundant protein 
databases. The obtained MSAs contain orthologs, paralogs and multiple versions of the same 
sequence that can potentially alter conservation profiles. On average, between two paralogs, 
the amino acid sequence identity is only 30% (259). Ideally, only orthologous sequences 
should be used in a MSA, but paralogs have been widely used probably due to the 
insufficiency number of orthologous sequences. Some observations point out that a MSA 
constructed only with orthologous sequences can lead to a more reliable evolutionary 
analysis which improves predictor’s performance (253, 260). However, these computational 
tools require computer skills, are time-consuming for users and involve a great effort to 
select the most appropriate method. 
The aim of the present study was to investigate the prediction ability of 15 web available 
algorithms to assign biological or biochemical roles to a set of UGT1A1 phenotypically well 




To define a set of well characterized UGT1A1 SNPs, we performed a literature review and 
a search for variants among databases: http://www.polydoms.cchmc.org/polydoms, 
http://www.ensembl.org, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP; http://www.genecards.org. 
We obtained information from the specific site of UGT nomenclature 
(http://www.pharmacogenomics.pha.ulaval.ca/cms/ugt_alleles/) in order to find UGT1A1 
variants related with unconjugated hyperbilirubinemia in GS and CNS. Despite being 
described over 300 SNPs in the database, this study only included 87 variants, which are 
described in literature as associated or not with hyperbilirubinemia. Among those, 38 were 
classified as deleterious based on in vitro or in vivo studies, that include site-directed 
mutagenesis, expression studies, assay of liver biopsy specimen, administration of 
phenobarbital and duodenal bile pattern, and 10 which were associated to normal bilirubin 
levels. These two groups of variants represent the gold standard for this study. The remaining 
39 nsSNPs were also described as associated to unconjugated hyperbilirubinemia but the 







The sequence-based tools included: SIFT; MAPP; Protein Analysis Through Evolutionary 
Relationships (PANTHER); Predictor of human Deleterious SNPs (PhD-SNP); Gene 
Ontology (GO) database in the form of a GO-based score (SNPs&GO); Mutation Assessor 
(Xvar); and Align Grantham Variance/Grantham Difference (A-GVGD). The sequence- and 
structure-based approaches comprised: Polyphen-2, Pathogenic Mutation prediction 
(PMUT) on proteins; Screening for Nonaceptable Polymorphisms (SNAP); support vector 
machine-based method named “Hansa”; SNPeffect; Mutation Prediction (MutPred); and 
Functional Analysis through Hidden Markov models (FATHMM version 2.3). CONDEL 
was included as an integrative tool that established a weighted average of normalized scores 
of three individual methods, SIFT, Polyphen2 and Xvar (CONDEL first version, available 
until April 2014; CONDEL v1). The recent version of this method that integrates more two 
different tools (FATHMM and MAPP; CONDEL v2) was also evaluated. The main 
characteristics of these methods are summarized in table 1.  
Most of these tools only require the protein sequence or identifier and the amino acid 
substitution of interest, as input. Usually, the majority of the outputs of these tools provide 
a binary classification of variants: “neutral/tolerant” or “deleterious/pathogenic”. If the 
output gives more than two categories, we grouped them as neutral and deleterious. In Xvar 
method, the nsSNPs are predicted as ‘‘neutral’’, ‘‘low’’, ‘‘medium,’’ and ‘‘high”; in this 
study, the variants predicted as ‘‘neutral’’ and ‘‘low’’ were considered as neutral and the 
variants predicted as ‘‘medium’’ and ‘‘high’’ were grouped as deleterious variants. In 
Polyphen2, variants predicted as ‘‘benign” were considered as neutral and the other classes 
(‘‘possibly damaging’’ or ‘‘probably damaging’’) as deleterious variants. The Align-GVGD 
tool classifies variants as “neutral”, “unclassified” and “deleterious”, and for this study, the 
variants predicted as “neutral and “unclassified” were classified as neutral variants (253). 
The output for MutPred tool contains a general score (g) inferring the probability that the 
amino acid substitution is deleterious/disease-associated, and a top 5 property scores (p), 
where p is the P-value that certain structural and functional properties are impacted. The 
value P<0.05 is considered appropriate for molecular mechanisms that are likely to be 
disrupted due to the mutation are reported in the output, but the user can apply their own 
thresholds for significance. In this study it was considered the cutoff of g>0.75 and p<0.05 




mutations (Li, et al., 2009). All field tests using the described algorithms were run on a PC 
during 7 of January to 20 July, 2014.  
 
Tools Depending on Multiple Sequence Alignments 
Some of the evaluated tools generate their own alignments and do not allow the option of 
users to create and submit their own multiple sequence alignments (MSA). In these cases, 
the protein sequence was only submitted to FASTA-format or to protein ID and to our 
selected methods list (Xvar; PANTHER; PhD-SNP; Hansa, SNPs&GO, MutPred). Other 
tools require a MSA built by the user as input, such us A-GVGD and MAPP tools. Moreover, 
MAPP additionally needs a phylogenetic unrooted tree.  SIFT and PMUT internally generate 
an alignment but also permit user-generated alignments. The web-server version of 
Polyphen2 has its own alignment pipeline, but user-generated alignments can be submitted 
to the stand-alone software version, which can be downloaded onto a local computer. Using 
these last three methods, we were able to test whether their performance would be affected 
by the alignment employed. For this purpose and also to run A-GVGD and MAPP 
algorithms, we performed a search of UGT1A1 orthologs in databases and built a MSA with 
27 sequences. Most of sequences were retrieved from Inparinoid 
(http://inparanoid.sbc.su.se/cgi-bin/index.cgi) and from ensemble compara database 
(http://www.ensembl.org/info/docs/compara/). Orthologs of human UGT1A1 protein were 
aligned by a multiple alignment program for amino acid or nucleotide sequences, the 
Multiple Alignment using Fast Fourier Transform (MAFFT, version 7) (261). The identified 
orthologs were selected and those that produced large gaps were removed from the MSA. 
The complete orthologs MSA is available, in FASTA format, as online supporting 
information (S2). Functional predictions from SIFT were done by two input options: in 
automated manner where SIFT search for protein sequences homologies to the query protein; 
and based on the sequence that allows to calculate the probability for each possible amino 
acid change. Users can select among UniRef90, SeqSWISS-PROT, SWISS-
PROT/TrEMBL, or NCBI's non-redundant protein databases to search homologies by PSI-
BLAST method, with default settings or changing the median conservation of the sequences. 
There are two other possibilities, the use of multiple related sequences or MSA. We run these 
methods with the 27 orthologs MSA to test the tool performance.  





The predictive capacity of functional significance of UGT1A1 nsSNPs by the studied 
algorithms was evaluated by statistical measures of performance such us sensitivity (SEN; 
probability of identifying true deleterious mutations), specificity (SPC; probability of 
identifying true neutral mutations), Matthew correlation coefficient (MCC) (Matthews, 
1975) and accuracy (ACC). Using the notation of true positives (TP), true negatives (TN), 
false positives (FP) and false negatives (FN), we compute sensitivity (SEN) or true positive 














TP + TN + FP + FN
 
The MCC scores range from +1 (a perfect prediction) to -1 (an inverse prediction) where 0 
represents an average random prediction (262). This measurement has been favored over 
‘accuracy’, as it is less sensitive to the different numbers of pathogenic and non-pathogenic 
variant classes in each gene. Usually, the value for MCC increases in a slower way reaching 
a maximum of 0.5, when 75 % of cases were correctly predicted. Random results (50 % of 
both negative and positive correctly predicted) give a value of 0. 
 
Results 
This study compared the predictive ability of 15 web-available tools to infer functional 
effects of 48 UGT1A1 nsSNPs already characterized at protein level. To measure their 
performance we used four statistical measures, SEN, SPC, MCC and ACC, which values are 
presented in figures 1 and 2.  
MutPred showed the best performance in all measures SEN (97%), SPC (0.70), MCC (0.73) 
and ACC (0.92). Higher SEN values were also obtained with PANTHER (96.7%), 
PMUT_Orth (94.7%), Hansa (89%) SNPs&GO (92%), and SIFT_Orth (92%). However, all 
these tools displayed lower SPC, ACC and MCC than MutPred. Overall, the applied 
predictors showed a higher SEN (median value: 82.9%) than SPC (median value 45.7%) 
(Fig. 1).  
Considering that MCC has been described as the best parameter to measure predictor’s 




and PhD-SNP. The tool with worst performance was FATHMM, presenting the lower value 
for MCC (0.05). The last version of CONDEL, which integrates the output of Xvar, SIFT, 
Polyphen2, MAPP and FATHMM, achieved a value for MCC (0.05).  
Tools which use the worker’s alignments input (SIFT Polyphen2 and PMUT) allow the use 
of another MSA for performance evaluation. The predictive ability of these tools increased 
with the use of orthologs MSA, particularly PMUT that was found as the most positively 
affected. SIFT has multiple options in its automated manner (MSA built by the tool), and 
the best result achieved by the “SIFT Sequence” option, was done using the UniRef90 
dataset which produces the MSA and eliminates sequences with more than 90% of identity 
to the query. After, these results were compared with those obtained when the tool was run 
using MSA orthologs (Fig. 1 and 2).  
For A-GVGD method, it was required another alignment with few orthologs sequences. The 
best results were obtained by a MSA built with 9 orthologs (including human UGT1A1), 
available as online supporting information (S3). We found that the presence of more 
evolutionarily distant orthologs lead to the classification of neutral for the majority of 
variants. 
Phenotype analysis through SNPeffect did not give reliable structural information for 
UGT1A1 protein to proceed with a FoldX stability analysis, which estimates the importance 
of the interactions that contribute to the stability of proteins and protein complexes. The 
SNPeffect tools allow the user to reduce the homology threshold, but this implies a fall in 
the model accuracy. When the homology was set to 50%, we also did not retrieve further 
results. So, this tool was excluded from the performance analysis since it fails to classify 
most of the UGT1A1 variants. Polyphen-2 and SIFT was unsuccessful to generate 
predictions for 2 variants in our data set. The PANTHER web-tool failed to generate 
predictions for 9 variants (out of 48), and this may occur when the sequence alignment, 
generated by the tool, is poor or when the variant is located at a residue not present in a 
majority of MSA column and, consequently, unable to be modeled in a Human Markov 
Model (264). However, PANTHER was reliable when predictions were obtained.  
We also applied all 15 tools to predict the phenotype of the 39 nsSNPs, which were not 
characterized at protein level, but associated with hyperbilirubinemia by genetic studies (see 
online supporting information: S1). Most tools classify some of variants as neutral 6 for 






Determining the pathogenicity of a nsSNP could be an important step to establish the genetic 
basis of a pathology, assess individual susceptibility to disease, understand its pathogenesis, 
identify molecular targets for drug treatment and improve individualized therapy. An 
increasing number of algorithms have been developed in order to predict the impact of 
missense mutations on protein function. In line, we evaluated the performance of fifteen 
available tools to predict the functionality of our selected UGT1A1 nsSNP variants.  
The majority of bioinformatics tools described in literature are sequence and structure-based 
approaches (table 1). The MutPred, a sequence and structure-based approach was found as 
the best performance tool to predict the phenotype of UGT1A1 nsSNPs (265). This tool 
predicts the disruption of molecular function and works specifically fine for well-studied 
proteins, when homology and solved structure are available. It was expected that the lack of 
3D solved structure of UGT1A1 protein could be a limitation for this analysis, but the 
establishment of MutPred’s of g>0.75 cutoff to differentiating between benign and 
disrupted/pathogenic variants, was determinant to classify accurately neutral variants of our 
data set, resulting in higher specificity of this tool (70%). The other tools that also presented 
a good performance were SIFT (Orth) and PhD-SNP.  
These results are in accordance with those obtained in other studies, in which MutPred 
showed a good performance (258, 265). Thusberg and collaborators evaluated eight tools, 
also included in our study, in a total dataset of 40 000 variants and concluded that no single 
method could be rated as the best for all parameters. However, SNPs&GO and MutPred 
approaches showed the best performance (MutPred: MCC=0.63; ACC=0.81; SNPs&GO: 
MCC=0.65; ACC=0.82). In two other studies which evaluate SNP-based predictor’s 
performance on UGT1A1 nsSNPs was obtained a lower performance with these tools (155) 
(156). The first study encompassed other UGT1A1 variants, did not include neutral variants 
and tools only included SIFT and Polyphen (first version) (155). For Polyphen the correct 
prediction rate was 66.7% and for SIFT was 57.1%, a prediction rate significantly lower 
compared to that found in the present study, 88,9% for SIFT and 81,6% for Polyphen. In the 
second study, the performance of 6 SNP-based pathogenicity tools were tested in 59 
UGT1A1 nsSNPs associated with CNS (156). The higher MCC value was obtained by 
SIFT_Orth (0.62), which also showed the highest ACC value (0.87), similarly to MutPred 
method (0.92). FATHMM method had shown the lowest performance, a result also obtained 
in our study. Additionally, some of the tools applied by Galehdari and collaborators were 
used in our work, namely SIFT, Polyphen2, MutPred, PhD-SNP and FATHMM, for the 




except for FATHMM. These discrepancies could be related with the use of different criterion 
for variant selection, since in our study the selection of UGT1A1 variants were performed 
based on literature search, the selected variants were deleterious and already validated by 
functional studies, and the neutral variants were described as associated with normal 
bilirubin levels. 
The quality of MSA used to infer how an amino acid substitution is tolerated at a given 
position, is a critical step. There are tools that generate MSAs internally and allow the option 
of users to create and submit their own MSAs. Some SNPs predictors do not always 
accomplish their best own program-generated MSA and more accurate results could be 
achieved with gene-specific MSAs optimized by the user (266). Considering that orthologs 
sequences are more reliable to give phylogenetic information, several groups have improved 
predictions by restricting analysis to orthologs rather than paralogs (253, 260). Additionally, 
others MSA, built strictly with orthologs sequences could improve performance. A 
conserved position within a multiple sequence alignment may be due to an evolutionary 
selection pressure, to maintain protein function, but it also can occur casually. Increasing the 
orthologs added to a MSA leads to a greater power in discriminate local substitutions as 
pathogenic and non-pathogenic (259). Orthologs are corresponding genes in different 
lineages and are a result of speciation, whereas paralogs result from gene duplication (267). 
We verified that methods mainly based on protein structural information, such as SNPeffect, 
failed to give reliable information for UGT1A1 variants. The three tools SIFT_Orth, 
Polyphen2 and PMUT enables greater control of user-defined sequences in the alignment 
and flexibility when adding or removing sequences in the MSA, but entails considerable 
additional work to obtain and align the relevant protein sequences. There is also the 
possibility of skewing the results by variations in the numbers and types of species selected 
to be included in the MSA. 
Building a reliable MSA of UGT1A1 orthologs was challenging due to the presence of 
hypervariable and constant regions observed among UGT1A1 sequences. The UGT1A1 gene 
is part of a complex locus that encodes several UDP-glucuronosyltransferases (138). The 
locus includes thirteen unique alternate first exons followed by four common exons. Each of 
the remaining nine 5' exons may be spliced to the four common exons, resulting in nine 
proteins with different N-terminal and identical C-terminal. Each first exon encodes the 
substrate binding site, and is regulated by its own promoter (acceptor-binding region; 
residues 26-291) and the other four exons (conserved region; residues: 292 and 490) encodes 




the donor-binding region is highly conserved, especially in the donor-interacting residues 
(the residues interacting with UDP glucuronic acid) and in the acceptor-binding region that 
presents four hypervariable regions among vertebrate UGTs. The alignment of 27 orthologs 
(Fig. 3) is shown in a fragment of the protein sequence corresponding to acceptor-binding 
region (Fig. 3 A) and in a section of the donor-binding site (Fig. 3B). The complete alignment 
of 27 orthologs is available as online supporting information (supplementary data file: S4). 
Classification of variants based on phylogenetic information assumes that pathogenic sites 
remain conserved and non-pathogenic sites exhibit increased diversity. Some of the 
validated pathogenic variants located at hypervariable region of UGT1A1 protein are 
frequently as neutral due to the low conservation observed at those positions by sequence 
based tools. Examples of these variants are G71R (268), F83L (269) and V225G (270), 
associated with GS and CNS. In opposing, neutral mutations are classified as deleterious at 
the constant region.  
We verify that most of variants are classified as neutral by using the A-GVGD tool, when 
the alignments contain large number of sequences. The presence of gaps in the vicinity of 
the alignment column leads to predictions towards neutral, as verified by Hicks and co-
workers (271). In order to improve the tool´s performance, it was required another 
alignment, with few orthologs sequences (9 orthologs), and with higher identity. The manual 
inspection of the alignment is recommended in order to ensure that predictions are 
appropriate and accurate as possible.  
In the prediction analyses of other 39 variants described in literature as associated with 
hyperbilirubinemia, without functional studies (table 2), we observed that some predictors 
with the best performance classified these variants as neutral. This can happen for several 
reasons. First, all of these methods have an error associated in their prediction and any tool 
does not reach 100% accuracy. Second, most of these variants, classified as neutral, are 
located in the hypervariable region (M1V, Q6H, H39D, W40R, V169E, Q185P) as observed 
for the first data set analyzed in this study. Third, the variant could be classified as neutral 
and its association with hyperbilirubinemia may have resulted from an incorrect assumption. 
The establishment of a genotype-phenotype correlation in relation to SNPs of UGT1A1 gene, 
may be challenging due to the presence of other frequent mutation which occurs  at promoter 
region (see variant description file S1), that could be also associated with elevate bilirubin 
levels. 
The information provided by the in silico methods has the advantage of directing and 




for UGT1A1 variants were MutPred and SIFT-Orth. The capacity of SNP prediction methods 
can vary according the available structural information and the MSA employed. Taking in 
account the results obtained in this work, whenever possible, the user should consider 
optimizing sequence alignment employed. The performance study of SNP predictors, using 
a set of functionally well characterized variants, is essential to help redirect the in silico 
analysis of particular gene. 
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Table 1. Selected tools for the analysis of characterized UGT1A1 nsSNPs. 
 



















Conservation among protein homolog’s (sequence based).  Uses 
multiple sequence alignments (MSAs) from pre-computed 




Protein sequences, dbSNP id, 
alignment is optional and there are 
other possibilities. Allows the user 








Sequence-based SNP prediction tool that considers the 






Protein sequence alignment in 
FASTA format and evolutionary 
tree in parenthesis representation 








Combines the biophysical characteristics of amino acids and 
protein multiple sequence alignments to predict where missense 
substitutions in genes of interest fall in a spectrum from enriched 




Multiple sequence alignments (in 
FASTA format) or select from 









This tool uses evolutionary information encoded in the protein 
sequence profile for SNP prediction. It uses the Hidden Markov 
Model (HMM) based statistical methods and MSAs to perform 
evolutionary analysis of coding SNPs. 
http://www.pantherdb.org/to
ols/csnpScore.do 





Gene Ontology (GO) database, 





The tool collects information derived from the protein sequence, 
the local sequence environment of the SNP, the protein sequence 
profile, features derived from sequence alignment, as well as 
protein function, adding a degree of complexity to the functional 











Predictor of human deleterious 





Is based on a Support Vector Machine (SVM-based classifier). 
The predictor based on a single SVM trained and tested on protein 











(vesion1 and version2) 
Sequence and structure 
based approach.  
 
Condel stands for Consensus Deleteriousness score of nsSNP. 
The first version integrated the output of computational tools: 
Xvar, SIFT and Polyphen. The new version integrates also the 
output of MAPP and FATHMM. 
http://bg.upf.edu/condele 
 
Protein sequence and amino acid 




Prediction of pathological 
mutations on proteins 
Sequence and structure 
based approach 
This tool is based in sequence alignment with structural factors to 





Protein sequence and amino acid 

























Predictions are based on evolutionary conservation of the 
affected amino acid in protein homolog’s.  
http://mutationassessor.org
/ 
Protein sequence and variant 
information (chromosome position; 





Protein and structure 
based /decision tree 
Is based on eight sequenced-based and three structure-based 
predictive features The algorithm calculates a Bayes posterior 





Protein sequence and amino acid 




Screening for nonaceptable 
polymorphisms 
Sequence and structure 
based approach  
Sequence, functional and structural (secondary structure, 





Protein sequence and amino acid 




Prediction of neutral 
mutations 
Sequence and structure 
based approach 
Position specific probabilities, local protein structural status, 
and the intrinsic properties of the wild-type and mutated 
residues. Hansa combines 10 different properties of these 
substitutions to partition disease and neutral mutations and 





The user provide a database ID, 
GenBank, RefSeq, SWISSPROT or 
PDB identifier for the query protein 




Classify an amino acid 
substitution 
Sequence and structure 
based approach 
Classify aas as disease-associated or neutral in humans. In 
addition, it predicts molecular cause of disease/deleterious 
AAS. It indirectly exploits the structural and functional data 




Protein sequence and amino acid 
substitution of interest. 
(265) 
FATHMM (v2.3) 
Functional Analysis Through 
Hidden Markov Models 
(v2.3) 
Sequence and structure 
based approach 
Predicts the functional effects of protein missense mutations 
by combining sequence conservation within hidden Markov 
models (HMMs), representing the alignment of homologous 
sequences and conserved protein domains, with 
"pathogenicity weights", representing the overall tolerance of 
the protein/domain to mutations. 
http://fathmm.biocompute.
org.uk. 
Protein sequence and amino acid 
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Table 2. Number of variants classified as neutral and pathogenic obtained for the 39 nSNPs, 
























_Self: run with native alignment (default settings); _Orth (27): run with the orthologs alignment (MSA of 27 orthologs). 
Orth (9) run with special alignment build for A-GVGD tool (MSA of 9 orthologs). * CONDEL v.1 was only applied to 








PolyPhen 2_Self 2 37 
PolyPhen 2_Orth (27) 0 39 
SIFT_Self 4 36 
SIFT_Orth (27) 3 35 
A-GVGD_Orth (27) 18 21 
A-GVGD_Orth (9) 7 32 
Pmut_Self 28 11 
Pmut_Orth (27) 4 35 
SNPs&GO 2 37 
PhD-SNP 7 32 
Xvar 4 35 
MAPP 6 33 
*CONDEL (v.2) 9 30 
Hansa 3 36 
SNAP 9 30 
MutPred 6 33 
PANTHERa 12 18 









Figure 1. Performance of SNP pathogenicity detection tools evaluated with 48 UGT1A1 snSNPs, considering 
sensitivity (SEN) and specificity (SPC). Self: run with native alignment (default settings); _Orth (27): run with 





Figure 2. Performance of SNP pathogenicity detection tools, evaluated with 48 UGT1A1 snSNPs 
considering the Matheus correlation coeficient (MCC) and accuracy (ACC); _Self: run with native 
alignment (default settings); _Orth (27): run with the orthologs alignment (MSA of 27 orthologs); Orth 




































































































































































































































































































































































































































Figure 3. Jalview image (MAFFT alignment tool) showing the multiple sequence alignment of 27 
UGT1A1 orthologs sequences from two different regions of the UGT1A1 protein. Colors emphasize which 
amino acids are conserved across species. (A) Alignment of a UGT1A1 fragment containing the 
hypervariable region (residues from 1 to 97) of an acceptor-binding region; (B) Alignment of a UGT1A1 
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Na atualidade, a bilirrubina tem sido referida como “biomarcador” e “protetor” de 
várias doenças crónicas, legitimando o interesse em determinar as condições que alteram 
os seus níveis plasmáticos. Assim, neste estudo fez-se a avaliação de alguns fatores genéticos 
e não genéticos que podem condicionar os níveis de BL e a interação dos diferentes 
parâmetros analisados. Foram também avaliados métodos in silico para estudar o efeito 
funcional de variantes pontuais identificadas neste estudo e de outras já descritas na 
literatura. 
O tempo de jejum noturno foi identificado como uma variável independente associada 
à concentração de BL na amostra estudada. Os indivíduos com mais horas de jejum 
apresentavam valores mais elevados de bilirrubina total, o que está de acordo com a menor 
motilidade intestinal que o jejum provoca, que conduz à diminuição da excreção dos 
pigmentos biliares e faz com que haja um refluxo da BL para o plasma (278). Em voluntários 
saudáveis que tinham consistentemente concentrações elevadas de BL, foi demonstrado 
que a ingestão controlada e regular de alimentos baixava os NPB (52). De facto, uma das 
primeiras formas de diagnosticar a SG foi a aplicação de um teste, desenvolvido por 
Augustine Gilbert, baseado em restrição calórica durante dois dias (279). No presente 
estudo, observaram-se diferenças nos valores de bilirrubina, dentro do intervalo de jejum 
noturno estimado para os participantes (7-13 horas). O efeito confundidor desta variável 
deve ser considerado nos estudos que envolvem a determinação de BL, dado que em 
indivíduos com capacidade de glucuronidação normal os valores de bilirrubina podem ser 
superiores ao dos indivíduos que apresentam que apresentam deficiência enzimática, se 
tiverem um maior tempo de jejum que aumentá a concentração do pigmento. 
Na análise da variação dos NPB com os hábitos tabágicos não foi observada diferença 
significativa entre fumadores e não fumadores. No entanto, alguns estudos demonstram 
que a concentração de BL é inferior em indivíduos fumadores (58), o que tem sido explicado 
pelo possível “consumo” excessivo de BL (na reação de oxidação) por espécies de radicais 
livres existentes no tabaco. Foi também sugerido que possa haver indução da expressão do 
gene UGT1A1, por substâncias do tabaco, determinando um incremento da taxa de 
glucuronidação e um aumento da excreção de BL (58). Um outro estudo mostrou que a 
associação entre o consumo de tabaco e a concentração de BL é menos pronunciada nas 
mulheres do que nos homens e que o número de anos de exposição e de cigarros/dia eram 
determinantes para a diminuição da concentração de BL (280). A ausência de associação 
entre os hábitos tabágicos e a variação dos NPB observada, pode ser justificada pelo facto 
da amostra estudada ser constituída por mulheres jovens, com períodos curtos de exposição 
ao tabaco e em que 80% fumava menos de 10 cigarros por dia. 
No que respeita ao consumo de álcool, não foi estabelecida qualquer associação entre 
o seu consumo e os NPB, o que está de acordo com o descrito anteriormente (281), embora 
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já tenha sido relatada uma associação positiva entre as duas variáveis (282). Apenas 6% dos 
participantes deste estudo ultrapassaram o limite recomendado de ingestão de álcool 
(15mg) e 26% não o consumiam.  
Na análise da variação dos níveis de BL nas jovens sob terapia de anticoncetivos orais 
não foram encontradas diferenças significativas entre os vários tercis. Está descrito que a 
concentração de BL é inferior em mulheres sob terapêutica de estrogénios, o que parece 
estar relacionado com a excreção aumentada de bilirrubina, por indução da expressão 
hepática de UGT1A1, como foi observado em modelos animais (75). Quanto ao tempo de 
terapia com contracetivos orais, tem sido referido uma redução da concentração BNC, numa 
fase inicial, com posterior regressão para níveis normais a longo prazo (283). Com a mesma 
abordagem, a nossa amostra foi dividida em três grupos: terapia de curta duração (1-6 
meses), terapia de média duração (7 meses a 2 anos) e de longa duração (mais de 2 anos). 
No entanto, a variação dos NPB entre estes três grupos também não evidenciou diferenças 
estatisticamente significativas.  
A análise de regressão multivariada indicou que o índice de massa corporal (IMC) era 
uma variável independente associada a uma redução da concentração da BL na amostra 
analisada. Também foi identificada uma correlação linear negativa entre a BT e o IMC e a 
percentagem de gordura corporal (PGC). Estas variáveis parecem ter uma relação “estreita”, 
apesar da variação inter-individual ser pequena, tanto para os níveis de BL como para o 
IMC (apenas 4 jovens apresentavam IMC superior a 30). Estes resultados foram também 
observados noutro estudo, onde por perda de 1% de peso corporal havia um incremento 
linear na concentração de BL (66). O IMC e a PGC são considerados fatores de risco 
positivamente associados a doenças cardiovasculares (284), diabetes (214), síndrome 
metabólica (217) e apresentam-se negativamente correlacionados com a BL (203, 217, 218). 
O mecanismo subjacente responsável pela associação negativa entre a concentração de BL 
e o IMC, ainda não foi esclarecido. No entanto a obesidade tem sido associada a um processo 
inflamatório e a stress oxidativo como já foi referido. Um IMC elevado é, em geral, 
acompanhado de dislipidémia e de alterações a nível da síntese, catabolismo e anabolismo 
das lipoproteínas, que pode ter como consequência a elevação dos níveis do colesterol total, 
de LDL-C e dos triglicéridos, assim como um decréscimo nos níveis de HDL-C (285). Uma 
vez que os NPB também variam de acordo com o perfil lipídico, aspeto que será abordado 
posteriormente, esta associação poderá resultar dessas alterações lipídicas. 
A análise de duas variáveis referentes ao estilo de vida, ingestão calórica e atividade 
física, que são co-variáveis com a PGC e IMC, não mostrou qualquer associação com os 
níveis de BL. Dado que o exercício tem efeitos benéficos na redução da gordura corporal e 
do peso (66), é plausível que o exercício físico aumenta os níveis de BL. Um estudo que 
procurou determinar, em homens e mulheres, o impacto do exercício físico na função 
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hepática, perfil lipídico e adiposidade também não encontram qualquer associação com a 
concentração de BL, observou-se, no entanto, uma associação negativa entre a BL e o IMC, 
antes e depois de treino físico (64). Como demonstrado num estudo em mulheres no 
período pós-menopausa, a intensidade do exercício afeta os níveis de BL em que a 
concentração de BL aumentava face a um aumento de 150% da intensidade do treino (65).  
O desenvolvimento do stress oxidativo está associado a dietas ricas em gordura, a 
elevada ingestão calórica e a obesidade, surgindo mesmo antes do desenvolvimento da 
resistência à insulina (286). Considerando a função antioxidante da BL, fez-se a avaliação 
da ingestão calórica, aplicando um questionário de frequência alimentar validado para a 
população portuguesa (287) em que o consumo de nutrientes representa uma estimativa 
aproximada da ingestão diária. Os resultados não evidenciaram diferenças significativas 
entre os tercis de BT. No entanto, as características dietéticas dos estudantes avaliados 
foram semelhantes às encontradas noutros estudos realizados na população portuguesa, 
utilizando diferentes metodologias de avaliação (288).  
A análise dos parâmetros hematológicos evidenciou que os indivíduos dos tercis T2 e 
T3 apresentavam valores mais elevados de concentração de Hb, hematócrito e dos índices 
hematimétricos, hemoglobina globular média (HGM) e concentração de hemoglobina 
glóbular média (CHGM). É importante salientar nestes resultados, como para outros 
parâmetros analisados nesta amostra, que a variação foi muito pequena devido à amostra 
ser bastante homogénea. Os parâmetros hematológicos, tal como a concentração de BL, 
encontravam-se dentro dos valores de referência para a maioria dos indivíduos, mesmo sem 
considerar as diferenças genéticas. Por regressão linear, verificou-se que a Hb explicava 
grande parte da variação inter-individual dos NPB (=0.292; p<0.0001). As diferenças na 
variação da concentração de bilirrubina plasmática entre homens e mulheres têm sido 
atribuídas ao diferente turnover das hemeproteínas e pela maior massa eritrocitária 
observada nos homens (52). Na população africana, os níveis mais baixos de BL em relação 
aos caucasianos, foram atribuídos às diferenças nos níveis de Hb (289). Além disso as 
modificações na concentração de BL associadas à idade também se devem às diferenças na 
concentração da hemoglobina com a idade (52). Assim os valores de BL podem ser 
condicionados pela produção de células sanguíneas e pelo metabolismo da hemoglobina 
(52). Os resultados deste estudo corroboram esta estreita relação, uma vez que a Hb foi o 
fator mais significativamente associado à variação de NPB depois do polimorfismo do 
promotors. 
A BL parece ter um papel benéfico na prevenção de alterações oxidativas em várias 
patologias como as doenças cardiovasculares (DCV) e comorbidades relacionadas (diabetes 
mellitus, síndrome metabólica e doença renal crónica), cancro, doenças auto-imunes e 
inflamatórias (228, 290, 291). Da mesma forma, os níveis baixos de Hb ou a presença de 
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anemia têm sido associados a um impacto negativo na maioria destas mesmas doenças. Em 
diferentes populações, a anemia foi considerada como um fator de risco em doentes com 
DCV (292, 293), insuficiência renal (294), diabetes melittus (295) e cancro (296) 
aumentando a mortalidade nos doentes com anemia (297). Dado que a bilirrubina 
circulante resulta do catabolismo da hemoglobina, níveis baixos de Hb terão como 
consequência uma menor produção de BL e menor concentração no plasma, exceto se 
houver um mecanismo hemolítico subjacente a anemia. Porém, em muitos estudos 
epidemiológicos sobre a associação da concentração de BL e o risco para doenças 
cardiovasculares, foi considerado um amplo espectro de fatores de risco, mas a 
concentração de hemoglobina não foi considerada como variável confundidora. Nos últimos 
vinte anos, as baixas concentrações de Hb e de BL emergiram como fatores de risco, em 
estudos epidemiológicos independentes, para o mesmo grupo de doenças.  
Relativamente ao valor das plaquetas, verificou-se uma diminuição significativa da 
BL nos valores mais elevados de plaquetas. Foi já demonstrado uma associação negativa 
entre a concentração de plaquetas e a presença de SG (51) e mais recentemente verificou-
que as concentrações de BNC, semelhantes às observadas em indivíduos com SG, 
promoviam a inibição da atividade de plaquetas através de um mecanismo específico de 
ativação de plaquetas (298). A redução da formação de trombos contribuirá para o menor 
risco de doenças cardiovasculares nos indivíduos que apresentam níveis moderadamente 
elevados de BL (299).  
No presente estudo não foi detetada qualquer associação dos níveis de glicose com as 
diferentes frações de BL. Como já foi referido, NPB baixos têm sido associadas a patologia 
com alterações do metabolismo da glicose, (300-302), e que a hiperglicemia favorece o 
desenvolvimento de stress oxidativo (303). Num estudo em ratos diabéticos verificou-se 
que o aumento da expressão de HO-1 conduzia a maior produção de BL, diminuía a 
resistência à insulina e restabelecia os valores de glicémia normal (304). Além disso, foi 
proposto que as propriedades antioxidantes da BL podem reverter os danos oxidativos 
associados a um estado hiperglicémico (299).  
A associação do perfil lipídico com os níveis de BL foi avaliada tendo em conta o 
genótipo dos indivíduos UGT1A1*28 (artigo 3; tabela 1). O estudo do perfil lipídico inclui a 
determinação de CT, TG, LDL-C e HDL-C. Na análise multivariada, tendo em conta o 
genótipo dos indivíduos, não foi identificada qualquer associação com os parâmetros do 
perfil lipídico.  
Há estudos que mostram que NPB mais elevados podem ter um efeito modulador no 
perfil lipídico nomeadamente, no valor de LDL-C (211)(219) CT e de TG (208). A associação 
da BL com os fatores de risco para diversas doenças crónicas tem tido abordagens 
diferentes: alguns trabalhos analisam o perfil lipídico em indivíduos com a SG ou em 
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indivíduos portadores do polimorfismo TA (212) e outros são apenas estudos clínicos que 
examinam a relação do perfil lipídico com o valor de BL (218). A dúvida que persiste é se a 
associação entre a concentração de BL e o perfil lipídico é devida a uma qualquer relação 
indireta, dado que ambos dependem do metabolismo hepático, ou a BL tem efetivamente, 
um papel modulador na síntese e/ou catabolismo lipídico ou, se há “consumo” da BL, como 
antioxidante, para reduzir o stress oxidativo associado a situações de dislipidémia. Estudos 
anteriores, realizados na década de 70 e 80, sobre o metabolismo hepático lipídico, 
demonstraram que concentração de BL se correlacionava positivamente com a 
concentração de ácidos gordos livres (305). Efetivamente, durante o jejum, os triglicéridos 
são hidrolisados para produzir ácidos gordos e glicerol, diminuindo a sua concentração 
(305), enquanto as concentrações de BL aumentam com o jejum, explicando a associação 
negativa entre BL e TG. Outra possibilidade é que baixas concentrações de BL diminuem a 
solubilização do colesterol, e reduzem a sua excreção biliar, aumentando a concentração no 
plasma (306), (307).  
A avaliação do perfil lipídico de acordo com os genótipos para o polimorfismo 
A[TA]nTAA não evidenciou qualquer associação. Com a mesma abordagem, foi feito um 
estudo para avaliar a associação entre os níveis BL e fatores de risco para doenças 
cardiovasculares e arteriosclerose subclínica, que também não encontrou qualquer 
associação entre o genótipo e o perfil lipídico (212). Há outros trabalhos onde também não 
foi observado o fator protetor do genótipo [TA]7/[TA]7 para as DCV (308, 309), isto é, os 
indivíduos portadores do polimorfismo tinham o mesmo risco para essas doenças do que os 
indivíduos com o alelo normal.  
O presente estudo mostrou que os indivíduos com elevada concentração de BL 
também têm maior concentração de Alb. A BL é um ligando endógeno de alta afinidade para 
a albumina plasmática, o que faz com que, em condições normais, apenas 0.01% da 
bilirrubina total circule no plasma na forma não ligada. Foi descrito que as baixas 
concentrações de Alb estavam associadas a um risco mais elevado para o enfarte do 
miocárdio (200) e que a albumina pode atuar como um antioxidante indireto inibindo a 
formação de radicais livres (310). Como transportador da BL e pelo facto de parte da ação 
da Alb como antioxidante derivar desta ligação, é importante esclarecer se existe sinergia 
entre as duas moléculas. Como a toxicidade da BL depende da relação entre a concentração 
das duas moléculas no plasma, a questão que se coloca é se essa razão também influencia a 
sua capacidade protetora e, para isso, serão necessários estudos experimentais que avaliem 
quais são as outras frações de BL, inclusivamente a fração livre e a fração covalente ligada à 
Alb (-bilirrubina).  
O eritrócito tem sido usado como modelo para estudar o mecanismo de toxicidade da 
BL. Esta, em elevadas concentrações pode induzir alterações morfológicas nos eritrócitos 
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humanos, alterando a estrutura da membrana e a assimetria dos fosfolípidos (237, 311). O 
eritrócito maduro é anucleado, tem uma capacidade biossintética reduzida, que se traduz 
na incapacidade para reparar lesões resultantes do envelhecimento normal ou de situações 
de stress, que podem levar à senescência acelerada da célula (243). Verificou-se que em 
eritrócitos mais velhos e/ou danificados, a hemoglobina é oxidada e liga-se ao pólo 
citoplasmático da proteína banda 3 promovendo a sua agregação (312). A importância do 
estudo da banda 3 deve-se ao facto de as alterações na sua conformação constituírem uma 
prova de modificações intracelulares ou membranares, de natureza senescente, ou como 
resultado de stress oxidativo. Um perfil de banda 3 compatível com lesão oxidativa é 
caracterizado por um aumento em agregados de alto peso molecular e por uma diminuição 
da forma monoméricas e dos fragmentos proteolíticas (245). Este perfil foi observado em 
vários estados patológicos, tais como, doenças cardiovasculares, esferocitose hereditária 
(313), doença crónica renal, psoríase (314), pré-eclampsia (315) e ao estado fisiológico, com 
exercício físico intenso (316).  
Tendo em conta estes conhecimentos e o acumular de evidências sobre a função 
protetora da BL, considerou-se pertinente avaliar o efeito in vivo de concentrações 
moderadas de BL na proteína banda 3, tendo em conta o genótipo dos indivíduos (artigo 3). 
Os indivíduos homozigóticos e heterozigóticos para o alelo [TA]7 apresentaram uma 
redução significativa na lesão oxidativa do eritrócito, com valores mais baixos de agregados 
e mais elevados de monómeros, quando comparados com os indivíduos [TA]6/[TA]6. Este 
perfil de banda 3 pode dever-se à existência de um microambiente favorável, criado por 
concentrações moderadamente elevadas de BL, como acontece nos indivíduos portadores 
do alelo [TA]7. Está descrito que a BL em concentrações plasmáticas inferiores a 100 
µmol/L, atua como antioxidante, mas para valores de 200 µmol/L é fortemente pró-
oxidante (317). No presente estudo, as concentrações médias de bilirrubina nos indivíduos 
[TA]7/[TA]7 foram de 16,8±6.2 µmol/L e, portanto, insuficientes para induzirem toxicidade 
nos eritrócitos, apesar dos valores de BL nos indivíduos homozigóticos para este 
polimorfismo poderem oscilar entre 17,1 e 85,3 µmol/L. 
Sedlak e colaboradores (318) demostraram que a glutationa e a BL protegem, 
respectivamente, os compartimentos celulares proteicos e lipídicos do stress oxidativo, mas 
sugerem igualmente que a BL pode contribuir para manter a estabilidade das proteínas de 
membrana, uma vez que estas se encontram rodeadas por um meio hidrofóbico.  
Paralelamente ao estudo da banda 3 foram analisados outros marcadores de stress 
oxidativo, nomeadamente, as substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA), usadas 
como indicadores de peroxidação lipídica, e o estado total de antioxidantes (TAS). Os 
indivíduos [TA]6/[TA]6 apresentavam uma tendência para valores mais elevados de TBA e 
da razão TBA/TAS, quando comparados com os indivíduos [TA]6/[TA]7, e ainda mais 
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exacerbados naqueles com o genótipo [TA]7/[TA]7. Não foram encontradas diferenças 
significativas para os valores de TAS entre os 3 genótipos, mas verificou-se uma correlação 
positiva entre a concentração de BT e o TAS (r=264; p=0.021). Estes resultados estão em 
concordância com o que foi observado para a banda 3. 
Para determinar o efeito da presença de outras mutações no gene UGT1A1 na 
modulação dos níveis de BL, realizou-se a genotipagem das duas regiões mais importantes 
no promotor deste gene, contendo os polimorfismos A[TA]nTAA e c.-3279T>G, e a 
sequenciação das 5 regiões exónicas, nos controlos e nos doentes com diagnóstico clínico de 
SG (artigo2). Existem outros polimorfismos no gene UGT1A1 associados com a 
concentração de BL, como é o caso da variante c.211C>A (p.G71A), que tem uma elevada 
incidência na hiperbilirrubinémia neonatal na população Leste Asiática (145). Mais 
recentemente, o polimorfismo c.-3279T>G surgiu como fator adicional para a 
hiperbilirrubinémia (319). 
Verificou-se que a distribuição genotípica para os dois polimorfismos no grupo 
controlo e nos doentes SG era significativamente diferente (tabela 2; artigo 2). Para o 
polimorfismo c.-41_40dupTA, no grupo dos doentes SG, 82.2% eram homozigóticos para o 
alelo [TA]7 e 17.8% heterozigotos. No grupo controlo, a frequência para o alelo 
c.−41_−40dupTA foi de 9.9% nos homozigóticos e de 43.3% para os nos heterozigotos, e 
46.6% apresentavam o alelo A[TA]6TAA. Assim, foi estimada uma frequência para o alelo 
[TA]6 de 0.32, o que está em concordância com outros trabalhos publicados para a 
população portuguesa (110) (213). Este valor é ligeiramente inferior ao reportado noutras 
populações caucasianas, estando descritas frequências de 0.34 em Espanha (142), 0.35 na 
Alemanha (143), 0.40 na Holanda (79) e 0.387 Estados Unidos (80).  
O rastreio da região do elemento de resposta ao fenobarbital (c.-3279T>G), na 
amostra controlo, permitiu verificar que a frequência de homozigóticos para o alelo mutado 
(GG) era de 33.5%, para alelo normal (TT), de 44.1% para os heterozigóticos (TG) e de 22.4% 
para os homozigóticos com o alelo mutado. Nos doentes clinicamente diagnosticados com 
SG, 86.7% eram homozigóticos para o alelo GG e 13.3% heterozigotos, exibindo este 
polimorfismo uma maior frequência genética relativamente ao polimorfismo A[TA]nAA. No 
grupo controlo, os dois polimorfismos encontravam-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg e 
em desequilíbrio de ligação (valor de Lewontin, D=1.0; r2=0.57). Este valores são 
semelhantes aos encontrados noutros estudos (140, 307, 320), em que o desequilíbrio 
também não é total. 
A pesquisa da associação da presença dos polimorfismos com os níveis de BL foi 
efetuada, numa primeira fase, separadamente para cada polimorfismo, avaliando-se depois 
o impacto dos diferentes haplótipos (tabela 3; artigo2). A diferença entre os NPB eram mais 
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significativas entre os genótipos do polimorfismo TA relativamente aos genótipos do 
polimorfismo c.-3279T>G. Dos nove diplótipos (c.−41_−40dupTA/c.−3279T>G) possíveis 
(tabela 3, artigo 2) foram identificados apenas sete, provavelmente devido ao número muito 
reduzido de indivíduos e ao facto dos dois polimorfismos estarem em desequilíbrio de 
ligação, o que dificultou a análise da sua influência nos níveis de BL. A distribuição dos 
indivíduos pelos diplótipos foi significativamente diferente entre a amostra controlo e os 
doentes com SG. Apenas o duplo homozigótico para os dois alelos mutados, [TA]7/[TA]7–
GG, apresentou diferenças estatisticamente significativas com os restantes diplótipos e 
estava associado a valores de BL mais elevados, o que está de acordo com resultados 
anteriormente descritos (321). Em crianças com hiperbilirrubinémia, foi evidenciado que o 
teste combinado, incluindo os dois polimorfismos, era a metodologia que melhor predizia a 
presença de SG (322).  
Estudos populacionais mostraram que os níveis plasmáticos de BL na população 
africana eram cerca de 15-20% inferiores aos da população caucasiana (323) e de indivíduos 
asiáticos (143, 323) Contudo, o alelo [TA]7 era mais frequente na população africana do que 
na caucasiana e menos frequente na asiática (80). Na população africana são frequentes os 
alelos de [TA]5 e [TA]8  (80). A expressão in vitro da enzima UGT1A1 diminui gradualmente 
a capacidade de glucorunidação do alelo [TA]5 para o alelo [TA]8 (80). No entanto, na 
população africana e asiática este aumento de repetições nem sempre está associado a 
hiperbilirrubinémia. Estas observações sugerem que este polimorfismo influencia, com 
maior gravidade, os níveis de BL na população caucasiana do que nas outras populações 
(80). Adicionalmente, o polimorfismo c.-3279T>G não parece estar associado a 
hiperbilirrubinémia (140) na população africana. Para além destes polimorfismos, existem 
fatores epigénicos que podem interferir nos NPB. Verificou-se que a região promotora das 
células renais humanas HK-2 estava completamente metilada e que em células hepáticas 
HuH-7 se encontrava parcialmente metilada, o que induzia a expressão de mRNA UGT1A1. 
Para além do estado de metilação, a hiperacetilação da histona H3 em células hepáticas e a 
hipometilação das células renais, indicou que a regulação epigenética condiciona a 
expressão de UGT1A1 de uma forma específica nos diferentes tecidos (324). 
Na prática clínica, quando um doente é referenciado para se realizar a análise genética 
para o diagnóstico SG, normalmente, só é rastreado o polimorfismo do promotor, o 
UGT1A1*28, e não as outras regiões génicas não são analisadas. Contudo, tem-se verificado 
que este polimorfismo nem sempre é suficiente para explicar a presença de 
hiperbilirrubinémia (39). Mutações na região codificante do gene UGT1A1 podem causar as 
síndromes de SCN-I e SCN-II (77), e verificando-se que indivíduos heterozigotos para essas 
mutações podem manifestar, de forma autossómica dominante, a SG (80).  
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A sequenciação das 5 regiões exónicas, nas duas amostras deste estudo, permitiu a 
identificação de 9 variantes pontuais não sinonímias (nsSNP) (tabela 4, artigo 2), duas 
mutações já descritas na literatura (c.674T>G, p.V225G; c.923G>A; p.G308E) (325) e sete 
mutações novas (c.538G>C, p.E180Q; c.643A>G, p.I215V; c.814A>G, p.M272V; c.1156G>A, 
p.V386I; c.1211T>C, p.M404T; c.1423C>T, p.R475C; c.1475T>C, p.I492T). Nas novas 
mutações, três foram identificadas em doentes com SG (c.538G>C; c.1211T>C; c.1423C>T,) 
e quatro nos controlos (c.643A>G; c.814A>G; c.1156G>A; c.1475T>C). O impacto das 
variantes nos níveis de BL revelou que a presença de mutação na região codificante se 
associava a valores associada a valores mais elevados de BL nos doentes com SG (tabela 4, 
artigo 2).  
Atualmente, estão disponíveis online vários métodos computacionais para a análise 
de SNPs, que permitem separar as variantes com possível efeito deletério na proteína 
daquelas que são neutras. A determinação da patogenicidade de variantes que encontramos 
já descritas na literatura como associadas ou não a hiperbilirrubinémia, assim como das 
variantes novas, identificadas neste estudo, utilizando ferramentas de bioinformática. A 
análise in silico teve nos últimos anos um progresso notável, mas pode ser condicionada 
pela informação disponível para determinado gene ou proteína (266). Os estudos de 
expressão e os estudos enzimáticos, utilizados para definir o efeito das variantes na função 
da proteína, implicam dispêndio de tempo e de recursos, que nem sempre estão ao alcance 
de todos os laboratórios. Alguns programas classificam as variantes de acordo com 
homologia de sequências e encontram-se também disponíveis online. Outros baseiam a 
classificação das variantes na análise filogenética e na homologia de sequências, como o 
Polymorphism Phenotyping (Polyphem, versão 1) (153) ou Sorting Intolerant from 
Tolerant (SIFT) (152). Há ainda os que utilizam as características bioquímicas dos 
aminoácidos, como o Align Grantham Variance/Grantham Difference (A-GVGD)(253) e o 
Blocks Substitution Matrix (BLOSUM62).  
A avaliação da patogenicidade das 7 novas mutações, identificadas em doentes com 
SG e na amostra controlo, foi feita com 4 ferramentas de bioinformática (tabela 5, artigo 2) 
integradas num mesmo software (Alamut software v.1.5, Interactive Biosoftware, Rouen, 
France) disponível online. Os resultados desta análise para as novas variantes mostraram 
pouca concordância entre os vários preditores; realizou-se de seguida uma nova pesquisa, 
com mais 13 algorítmos diferentes. Uns baseados na análise filogenética, que incluíram o 
SIFT (executado com outras opções), Multivariate Analysis of Protein Polymorphism 
(MAPP) (252), Protein Analysis Through Evolutionary Relationships (PANTHER) (264), 
Predictor of human Deleterious SNPs (PhD-SNP) (273), Gene Ontology (GO) database in 
the form of a GO-based score (SNPs&GO) (272), Mutation Assessor Xvar (274) e Align 
Grantham Variance/Grantham Difference (Align-GVGD) (executado com diferentes 
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MSAs) e outros baseados na análise da sequência e das alterações das caraterísticas 
estruturais da proteína, tais como o Polyphen2 (versão atual), Pathogenic Mutation 
prediction (PMUT) (251), Screening for Nonaceptable Polymorphisms (SNAP) (275), 
Hansa (método baseado em máquina de vetores de suporte) (276), Variant Effect Predictor 
(SNPeffect) (154), Mutation Prediction (MutPred) (265), Functional Analysis through 
Hidden Markov models (FATHMM) (277). Foi ainda usada uma ferramenta em que o 
resultado depende da integração normalizada de valores de outros algoritmos, o CONDEL, 
em duas versões diferentes (256) (artigos 2 e 4). Pretendeu-se com esta análise verificar o 
desempenho destes métodos, com o objetivo de selecionar o mais adequado para 
determinar a patogenicidade dos SNPs do UGT1A1, que foi condicionada pela ausência da 
estrutura 3D e pela organização genómica particular do complexo UGT (138) que possui 
várias isoformas com regiões constantes e regiões hipervariáveis (150).  
O alinhamento de sequências de DNA ou proteína permite verificar a homologia entre 
sequências, construir árvores filogenéticas, identificar sequências motivo e prever 
estruturas secundárias e terciárias e função de proteínas (262). Alguns algoritmos são 
baseados na utilização de alinhamentos múltiplos de sequências MSA (Multiple Sequence 
Alignmente) homólogas, e podem apresentar duas formas de submeter os dados. Uma 
automática, que requer a variante e a sequência ID, da proteína e o algoritmo constrói o 
próprio MSA (ex. PANTHER, PhD-SNP, SNPs&GO) e outra em que após obtenção de um 
alinhamento inicial, este é submetido com as variantes a analisar (ex. MAPP, A-GVGD). 
Alguns métodos permitem as duas opções (SIFT, Polyphen2 e Pmut). Tanto o número como 
o tipo de sequências homólogas podem condicionar a capacidade preditiva (260) (253). Em 
média, a identidade de sequência de aminoácidos entre dois parálogos é apenas de 30% 
(259). Idealmente, o MSA só deveria incluir ortólogos, dado que parecem conduzir a uma 
análise evolutiva mais fiável (260) mas têm sido amplamente utilizados os parálogos, 
provavelmente, devido ao número de insuficiência de sequências de ortólogos (259).  
A capacidade preditiva destes métodos foi determinada em 48 variantes, já 
caracterizadas em termos de função e que funcionaram como padrão, uma vez o estudo 
funcional proteína, e em 39 variantes associadas a hiperbilirrubinémia, por estudos 
genéticos, mas ainda não caracterizadas a nível funcional. Fez-se a comparação dos 
resultados obtidos pelos métodos SIFT, Polyphen2 e Pmut quando executados na opção 
automática e quando submetido um MSA construído unicamente com sequências de 
ortólogos (suplementos S2 e S4, artigo 4).  
Verificou-se que os métodos SIFT (executado com o MSA de 27 ortólogos) e MutPred, 
apresentavam os valores mais elevados para todas as medidas estatísticas utilizadas, que 
incluíram a sensibilidade (SEN), especificidade (SPC), o coeficiente de correlação de 
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Matthew (MCC) e a precisão (ACC), o que está de acordo com outros estudos recentes (258). 
Para além destes, os métodos PhD-SNP e o A-GVGD também obtiveram valores elevados 
para coeficiente de correlação de Matthew quando comparado com os restantes. O método 
SNPeffect foi o que obteve pior desempenho na análise das variantes, seguido do FATHMM 
e CONDEL. O resultado do SNPeffect, que avalia características estruturais muito 
específicas, pode estar associado á inexistência da estrutura 3D da proteína. Foi obtida uma 
boa performance com o MutPred, que avalia o efeito da variante na estabilidade da proteína. 
Verificou-se que o Pmut apresentava uma diferença considerável na capacidade preditora 
que era dependente do MSA usado.  
A análise dos algoritmos que permitiram a utilização de um alinhamento construído 
pelo utilizador evidenciou que a capacidade preditiva aumentava com a utilização de MSA 
obtidos a partir de sequências de ortólogos. Na análise das 48 variantes verificou-se que 
algumas, validadas como patogénicas em diversos estudos funcionais da proteína, 
apresentavam-se recorrentemente classificadas por vários algoritmos como neutras. Estas 
variantes, p.G71R (268), p.F83L (269) e p.V225G (270), estão localizadas na região 
considerada hipervariável das sequências de homólogos de vertebrados da UGT1A1 (150). 
Contribuíram para este resultado o facto de, numa análise filogenética, as regiões mais 
conservadas terem maior probabilidade de uma substituição resultar em mutação, e de nas 
regiões variáveis, que se alteram ao longo da evolução, essas substituições serem 
potencialmente neutras. A possibilidade de usar ferramentas com outra abordagem que não 
a análise filogenética, é conveniente para variantes localizadas nestas regiões. Porém, a 
utilização de algumas destas metodologias pelos clínicos e investigadores para uma 
primeira classificação das variantes é, muitas vezes dificultada quer pela disponibilidade de 
software menos comum, exigida por algumas metodologias, quer pelos conhecimentos de 
informática. 
Em conclusão, estes resultados permitiram confirmar o papel antioxidante da 
bilirrubina na amostra de indivíduos saudáveis. De facto, a função da bilirrubina enquanto 
antioxidante natural tem vindo a ser largamente estudado e os resultados têm comprovado 
a sua ação na prevenção de doenças associadas com aumento de stress oxidativo, 
nomeadamente doenças cardiovasculares. Esta constatação enfatiza a importância de 
avaliar fatores, genéticos ou não, que possam modular os níveis de bilirrubina, tanto na 
população em geral como em indivíduos com SG.  
Os resultados demostraram que a presença da duplicação TA, a concentração de 
hemoglobina, o índice de massa corporal e o tempo de jejum noturno são fatores relevantes 
associados com variações nos níveis de BL total na população geral. Nos indivíduos com SG, 
os níveis de bilirrubina são maioritariamente condicionados pela presença de homozigotia 
para a variante c.-41_-40dupTA, e a presença concomitante da variante c.-3279T>G na 
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região promotora do gene e/ou a presença de mutações na região codificante do gene se 
associam a níveis de bilirrubina mais elevados nestes doentes. A identificação de sete novas 
mutações pontuais no gene UGT1A1 permitiu aumentar o conhecimento do espectro 
mutacional do UGT1A1 e o seu contributo para a variação dos níveis de bilirrubina nos 
doentes com SG. Da análise in silico, verificou-se que o método com melhor desempenho 
para avaliar a patogenicidade das variantes do gene UGT1A1 foi o MutPred, seguido do 
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O presente questionário destina-se a recolher informações sobre hábitos alimentares, tabágicos e de  
actividade física de doentes com Síndrome de Gilbert. Tem como objectivo a realização de um estudo 
epidemiológico sobre a síndrome de Gilbert na população portuguesa. Este instrumento de recolha de dados 
apresenta fins meramente científicos. Por favor leia as instruções e responda de forma sincera. A 
confidencialidade dos dados que constam neste inquérito é garantida. Deve assinalar as suas respostas com 
uma cruz ⌧ ou preencher os espaços. 
 
 
I - DADOS PESSOAIS 
 
 








               Masculino                     
               Feminino                       
 
 
2. Data de Nascimento:   
 
                                     (dia)     (mês)   (ano) 
 
 
3. Grupo Étnico: 
        
         Branco/a                              
         Negro/a                               
         Mestiço/a (afro-europeu)    
         Mestiço/a (afro-asiático)     
         Outro qual?_______         
 
 
4. Qual a situação 
ocupacional/profissional actual: 
 
    Estudante (não trabalhador)      
    Estudante (trabalhador)            
 




       a tempo inteiro      
      em  part-time         
      










       Sim                    (por favor passe à questão 2) 
       Não                       
 
         1.1 Já fumou no passado?     
 
                   Sim        (por favor passe à questão 2) 
                   Não         
 
          1.2 Durante quanto tempo?  anos 
 
2. Há quanto tempo fuma?             anos 
 
3. Quantos cigarros fuma por dia? 
     
        10 ou menos         
        de 11 a 20               
        de 21 a 30            













































III - ACTIVIDADE FÍSICA 
 
Questionário Internacional de Avaliação da Actividade Física, versão 8 – IPAQ. 
 
    Por favor, antes de iniciar o questionário leia as instruções:  
 
As questões seguintes estão relacionadas ao tempo que gasta a fazer actividade física na última semana. 
Para responder as questões lembre-se que: 
 
- actividades físicas VIGOROSAS são aquelas que precisam de um grande esforço físico e que fazem       
respirar muito mais forte do que o normal. 
 
- actividades físicas MODERADAS são aquelas que precisam de algum esforço físico e que fazem respirar 
um pouco mais forte do que o normal.  
 
1. Em quantos dias da última semana, realizou actividades vigorosas durante, pelo menos, 10 minutos 
contínuos como por exemplo correr, fazer ginástica aeróbica, jogar futebol, pedalar rápido na bicicleta, jogar 
basquetebol, fazer serviços domésticos pesados em casa, no quintal ou no jardim, carregar pesos elevados ou 
qualquer actividade que fez aumentar muito a sua respiração ou batimentos do coração? 
 
                            ___ dias por semana   /         Nenhum (passe para à questão 3) 
 
2. Nos dias em que fez essas actividades vigorosas, durante pelo menos 10 minutos contínuos, quanto tempo 
gastou a fazer essas actividades? 
                         
                               Horas: ______ Minutos: _____ 
                                                   
3. Em quantos dias da última semana, realizou actividades moderadas, por pelo menos 10 minutos contínuos, 
como por exemplo andar de bicicleta (sem ser na forma de exercício), nadar, dançar, fazer ginástica aeróbica 
leve, carregar pesos leves, fazer trabalhos domésticos na casa ou no jardim como varrer, aspirar, ou qualquer 
actividade que fez aumentar moderadamente sua respiração ou batimentos do coração (por favor não inclua 
caminhada)?                             
                             ___ dias por semana   /         Nenhum (passe à questão 5)  
 
4. Nos dias em que fez essas actividades moderadas, pelo menos por 10 minutos contínuos, quanto tempo no 
total gastou a fazer essas actividades por dia? 
 
                            Horas: ______ Minutos: _____ 
 
5. Em quantos dias da última semana caminhou durante, pelo menos, 10 minutos contínuos em casa ou na 
escola, como forma de transporte para ir de um lugar para o outro, por lazer, ou como forma de exercício? 
        
                            ___ dias por semana   /         Nenhum (passe à questão 7) 
 
6. Nos dias em que caminhou durante, pelo menos, 10 minutos contínuos quanto tempo no total gastou a 
caminhar por dia?                    
                           
                            Horas: ______ Minutos: _____. 
 
7. Esta questão é sobre o tempo que esteve sentado nos últimos sete dias. Inclui o tempo que esteve sentado na 
escola ou trabalho e em casa. Pode incluir o tempo sentado à frente de uma secretária, a socializar com amigos, 
ler e ver televisão. Durante a última semana quanto tempo esteve sentado/a? 
                            
                            Horas: ______ Minutos: _____ 
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Esquema de colheita e tratamento das amostras biológicas 
 






         





















Páginas online, bases de dados e ferramentas de bioinformática utilizadas na 
análise estatística dos dados  
 
Instrumentos de recolha de dados: 
 - Inquérito de frequência alimentar - Porto 
 
Bases de dados para pesquisa das variantes da UGT1A1 : 
 - http://www.polydoms.cchmc.org/polydom; 
 - http://www.mutdb.org 
 - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez 
 
Desiquíbrio de Ligação 
- O equilíbrio de Hardy Weinberg e a análise de desequilíbrio de ligação entre os dois polimorfismos 
do promotor: Software Cube’x: http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml. 
 
Análise in silico 
 
 - http://sift.jcvi.org/- Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT) 
 - http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ - (PolyPhen-2) 
 - http://agvgd.iarc.fr/- Align Grantham Variance/Grantham Difference 























Suplementos do artigo 4 a disponibilizar online 
(Variants description: Online available information _Supplementary table_S1) 








In vivo and in 
vitro activity 
studies 
(Putative) impact on  
























1 44T>G L15R 
CH 44T>G/ 
1207C>T 
NR Redcueda,c,d _ NR CNS-II (328) 
 Aglycone-
recognition 
1 101C>A P34Q 
CH for 
1207C>T 


























1 115C>G H39D Homozygote NR ND 
Histidine 39 is 
located in the 
structurally well 
conserved first 
helix of the protein 
catalytic reaction. 













1 211G>A G71R Homozygote [TA]6/[TA]6 Reduced
a,c,d _ Asia GS, CNS-II (268) 
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In vivo and in 
vitro activity 
studies 
(Putative) impact on  









  233C>T T78M NR NR ND 
 




1 247T>C F83L Homozygote [TA]6/[TA]6 Reduced
a 
Displays less than 10% 
of wild-type bilirubin 
glucuronidation activity 




1 392T>C L131P Homozygote [TA]7/[TA]7 Inactive
a,c  
 
Variant may prevent 
substrate binding.β-
sheet is removed, and 
two helices were 
generated. 










Substitution of one of 
the seven cysteine 
residues could result in 
the loss of UGT1A1 
activity. 




1 476T>C I159T NR NR ND _ India N  
 Aglycone-
recognition 
1 479T>A V160E Homozygote NR Reduced 
_ 
Taiwan CNS-II  
 Aglycone-
recognition 









1 524T>A L175Q Heterozygote NR  
Reduceda,c,d / 
Residuala 
Low residual bilirubin 
glucuronidation activity 
of about 4.6% of the 
wild-type  









1 529T>C C177R 
CH for other 
mutation 




1 530G>A C177Y NR  [TA]7/[TA]7 Inactive
a 
_ 
NR     CNS-I (139) 
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In vivo and in 
vitro activity 
studies 
(Putative) impact on  








1 538G>C E180Q 
CH for 
c.-3279G>T [TA]7/[TA]7 ND _ Portugal     N (332) 
 Aglycone-
recognition 
















1 577G>A V193M NR NR ND _  Pediatric patients 













1 643A>G I215V 
CH for 

















38). UGT1A1 expressed in 
COS-1 cells was about 3% 
of the wild type. 
Japan 








38) reduced in 89% 


















1 814A>G M272V 
CH for 
c.-3279G>T 




1 826G>C G276R Homozygote  NR Inactivea,b,c  _ Netherlands CNS-I (88) 
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In vivo and in 
vitro activity 
studies 
(Putative) impact on  















2 835A>C N279Y 
CH for other 
mutation 
 NR ND _  NR CNS-I (336) 
 Donor-
binding 







2 872C>T E291V NR   
Residual 
Activityb,c 




2 875C>T A292V 
CH for other 
mutation 




2 881T>C I294T 
CH for other 
mutation 
  [TA]7/[TA]7 Reduced
a,c 
40-55% of the normal   
activity 
 Italy CNS-II, GS (331), (330) 
 Donor-
binding 






2 923G>A G308E 
Homozygote/ 
and CH for other 
mutation 
 NR Inactivea,b,c,d _  Italy CNS-I (338) (339), 
 Donor-
binding 
2 928A>G M310V 
CH for  
1292T>C 
[TA]7/[TA]7 Reduced 
26-51% of the normal   
activity 
USA CNS-II (340) 
 Donor-
binding 
2 962C>G A321G 
CH for  
1292T>C 
[TA]7/[TA]7 ND  _  India GS (341) 
 Donor-
binding 
2 964A>G I322V 
 CH for CAT 
insertion 
[TA]6/[TA]6 ND  _  India N (341) 
 Donor-
binding 
2 992A>G Q331R  Homozygote [TA]6/[TA]6 Reduced




3 1006C>T R336W NR [TA]7/[TA]7 Residual
a 
Residual enzyme activity 
is 0-10% of the wild type 
 Italy CNS-I (249, 331) 
 Donor-
binding 
3 1007G>A R336Q 
CH for 
877T>A+879_89
0del or 1124C>T 
[TA]6/[TA]7 ND _  NR CNS-II (329) 
 Donor-
binding 




_   NR CNS-I, CNS-II (329) 
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In vivo and in 
vitro activity 
studies 
(Putative) impact on  








3 1060T>C W354R 
CH for 
877T>A+879_89
0del or 1124C>T 
[TA]6/[TA]7 ND 
_ NR CNS-II (329, 336) 
 Donor-
binding 
3 1070A>G Q357R Homozygote NR Inactive _ Turkey CNS-I (338) 
 Donor-
binding 
3 1075G>A D359N Heterozygote [TA]6/[TA]6 ND 
_ 
 Portugal N (341) 
 Donor-
binding 








4 1091C>T P364L Heterozygote [TA]7/[TA]7 
Reduceda,c/ 




4 1099C>G R367G Heterozygote [TA]7/[TA]7 Reduced
a,b,c 
_ 
Japão CNS-II, GS (268) 
 Donor-
binding 









4 1102G>A A368T 
CH for other 
mutation 




4 1108 A>G  I370V Heterozygote [TA]6/[TA]6 ND 
_ Italy 
Elevated UCB 










4 1127A>G H376R 








4 1130G>T G377V Homozygote NR ND 
_ 




4 1143C>G S381R NR  NR Inactive 
_ 




4 1156G>A V386I Heterozygote [TA]6/[TA]6 ND 
_ 




4 1160C>G P387R Homozygote  NR Inactivea 
Critical to structure and 
activity of the enzyme  
NR CNS-I (346) 
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In vivo and in 
vitro activity 
studies 
(Putative) impact on  








4 1159C>T P387S 
 CH for  
1184G>T 




4 1160C>A P387H Heterozygote [TA]6/[TA]6 Inactive
a 
_ 




4 1175C>T P392L 
CH for  
864+5G>T [TA]6/[TA]7 ND 
_ 




4 1184G>T G395V 
CH for  
576C>T 
[TA]7/[TA]7 Inactive




4 1213A>G N400D Homozygote  [TA]8/[TA]8 ND 
_ 




4 1201G>C A401P 
CH for other 
mutation 






4 1205A>C K402T Homozygote  [TA]6/[TA]6 Inactive
a Predicted additional 
glycosylation site. 




4 1207C>T R403C 
CH for  
101C>A 




4 1211T>C M404T 
CH for 
c.-3279G>T 
[TA]7/[TA]7  ND 













4 1292T>C I431T 
CH for  
881T>C 
 [TA]7/[TA]7  Reduced
a Enzyme activity is 61-






5 1328T>C L443P Heterozygote 
[TA]6/[TA]7 
Inactivea _ 




5 1381T>C W461R Homozygote  [TA]6/[TA]6   Inactive
a 
_ Turkey 




5 1388A>C E463A Heterozygote  [TA]7/[TA]7   
Residual   
Activityc 




5 1388A>T E463V CH for  
c.211G>A 
[TA]6/[TA]7  ND 
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In vivo and in 
vitro activity 
studies 
(Putative) impact on  








5 1423C>T R475T 
 CH for 
c.-3279G>T 
[TA]6/[TA]7  ND 
_ 
Portugal GS (332) 
 Donor-
binding 
5 1433C>A A478D Homozygote [TA]7/[TA]7    ND 




5 1456T>G Y486D 
Homozygote for 
211G>A 
NR  Reduceda,b 
_ 




5 1463C>T S488F Homozygote NR ND 




6 1471G>A V491M  CH for  
c.211G>A 





















5 1477G>C G493R Homozygote  [TA]7/[TA]7   Reduced 





5 1487T>A L496N NR NR ND 
_ NR CNS-I (330) 
 Cytosolic tail 5 1598A>C H533P Heterozygote NR ND _ Japan N (343) 
Normal: normal bilirubin levels; ND: Not determined; NR: non-reported; UCH unconjugated bilirubin hiperbilirubinemia; CH: Compound heterozygous; CNS: Crigler Najjar Syndrome 
(I and II); GS: Gilbert Syndrome; a Site-directed mutagenesis - expression studies; b Assay of liver biopsy specimen; c administration of phenobarbital resulted in a drop in bilirubin 
levels; d Duodenal bile showed a pattern consistent with SCN-II. e The first reference comprises most description features of the variant described in this table.
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S3: Sequencias (FASTA format 9 ortólogos da UGT1A1) 
9 UGT1A1 Orthologs 
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